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PART I .
AN ELAMimTION OF TEE MECHANISM. BY WEIGH CERTAIN INHIBITORS 
EXERT THEIR EFFECT ON YEAST EERiViENTATION.
1 . 1 .  I n t r o d u c t i o n .
The s t u d i e s  m ade b y  P a s t e u r  i n  t h e  n i n e t e e n t h  
c e n t u r y  o n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  y e a s t ,  
l e d  t o  h i s  fam o u s  s t a t e m e n t ,  "L a  f e r m e n t a t i o n  e s t  l a  v i e  
s a n s  a i r " .  The d e m o n s t r a t i o n  o f  t h i s  s t a t e m e n t ,  w h ic h  
m e a n s , i n  m o d e rn  t e r m s ,  t h a t  a n a e r o b i c  f e r m e n t a t i o n  p r o v i d e s  
e n e r g y  f o r  t h e  l i f e  a n d  g r o w th  o f  t h e  o r g a n i s m ,  h a s  p r o v e d  
t o  b e  a  f a s c i n a t i n g  b i o c h e m i c a l  s t u d y .  T he t r a n s f o r m a ­
t i o n s  o c c u r r i n g  i n  t h e  c a r b o h y d r a t e  m o l e c u l e  d u r i n g  t h e  p r o ­
d u c t i o n  o f  t h i s  n e c e s s a r y  v i t a l  e n e r g y  a r e  now f u l l y  u n d e r ­
s t o o d ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a t e d  m e t a b o l i t e s  b e i n g  t h e  
k e y s t o n e  o f  t h e  s c h e m a .
I t  w as n o t  u n t i l  t h e  en d  o f  t h e  1 9 t h  c e n t u r y ,  
w hen B u c h n e r  (1 8 9 7 )  s e p a r a t e d  a n  e n z y m a t ic  s y s t e m  f ro m  y e a s t  
w h ic h  c o n v e r t e d  s u g a r  i n t o  a l c o h o l  an d  c a r b o n  d i o x i d e ,  t h a t  
a n y  p r o g r e s s  w as m ade i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  n a t u r e  o f  
c a r b o h y d r a t e  b r e a k d o w n .  T he im p o r t a n c e  o f  i n o r g a n i c  p h o s ­
p h a t e  w as f i r s t  r e c o g n i s e d  b y  W ro b le w s k i  (1 9 0 1 )  who f o u n d  
t h a t  a d d i t i o n  o f  s o d iu m  p h o s p h a t e  i n c r e a s e d  t h e  r a t e  o f  
f e r m e n t a t i o n  o f  y e a s t  j u i c e .  L a t e r ,  Iw anow  ( 1 9 0 5 ) ,  o b s e r v e d
- 5 - • -
t h a t  l i v i n g  y e a s t  c o u l d  c o n v e r t  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i n t o  
o r g a n i c  p h o s p h a t e .  I n  t h e  sam e y e a r  t h e  f u n d a m e n t a l  o b s e r v a ­
t i o n  o f  t h e  i m p o r t a n c e  o f  p h o s p h a t e  i n  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n  
w as m ade by  H a r d e n  a n d  Young ( 1 9 0 5 ,  1 9 0 6 ) .  I n  a  s e r i e s  o f  . 
e x p e r i m e n t s  t h e y  f o u n d  t h a t  t h e r e  w as a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  
o f  f e r m e n t a t i o n  o f  à  y e a s t  e x t r a c t  s u p p le m e n te d  b y  a d d e d  p h o s ­
p h a t e ,  w hen b o i l e d  y e a s t  j u i c e  w as a d d e d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
a  d e f i n i t e  c h e m ic a l  r e a c t i o n  t o o k  p l a c e  b e tw e e n  t h e  s u g a r  
p r e s e n t  a n d  t h e  p h o s p h a t e  a d d e d .  T hey  a l s o  d e m o n s t r a t e d  
a  f o r m a t i o n  o f  h e x o s e d i p h o s p h a t e  an d  i s o l a t e d  i t  f ro m  f e r m e n t i n g  
p r e s s  y e a s t  j u i c e .
A dded i m p e tu s  w as g i v e n  t o  t h e  g ro w in g  i n t e r e s t  i n  
t h e  m e c h a n ism  o f  c a r b o h y d r a t e  b re a k d o w n  w hen v o n  L eb ed ew  (1 9 1 1 )  
p u b l i s h e d  a  m e th o d  f o r  a  p r e p a r a t i o n  o f  a  m a c e r a t i o n  j u i c e  
f ro m  b re w e r s *  y e a s t ,  t h u s  p r o v i d i n g  a n  e a s i e r  m e th o d  f o r  
o b t a i n i n g  a n  a c t i v e l y  f e r m e n t i n g  e x t r a c t .  V a r i o u s  e s t e r s  
w e re  i s o l a t e d  f ro m  p r e s s j u i c e  an d  m a c e r a t i o n  j u i c e  f e r m e n t a ­
t i o n s  d u r i n g  t h e  n e x t  tw o  d e c a d e s  an d  m any o b s e r v a t i o n s  m ade 
o f  t h e  c h e m ic a l  c h a n g e s  w h ic h  o c c u r r e d  d u r i n g  g l u c o s e  b r e a k ­
down, b u t  i t  w as n o t  u n t i l  t h e  p e r i o d  1 9 3 3 -3 9  t h a t  t h e  c h a n g e s  
o c c u r r i n g  i n  t h e  h e x o s e  m o l e c u l e  d u r i n g  a n a e r o b i c  f e r m e n t a t i o n  
becam e a l m o s t  c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d .
A f u l l e r  k n o w le d g e  o f  t h e  enzym es c o n c e r n e d  i n  
g l y c o l y s i s  h a s  f o l l o w e d  w i t h  c o n t i n u i n g  w o rk  on  t h e  p u r i ­
f i c a t i o n  o f  t h e s e  e n z y m e s ,  m any h a v i n g  b e e n  c r y s t a l l i s e d .
T he s t u d y  o f  t h e  a c t i o n  o f  i n h i b i t o r y  s u b s t a n c e s  on
' ' y - . ^
f e r m e n t a t i o n .u s i n g  w h o le  y e a s t  c e l l s ,  y e a s t  e x t r a c t s  a n d  
p u r i f i e d  e n z y m e s ,  h a s  f u r t h e r e d  o u r  k n o w le d g e  i n  t h i s  f i e l d ,  
u n t i l ,  a t  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  t h e r e  i s  a  u n i v e r s a l l y  a c c e p t e d  
sch em e o f  a n a e r o h i o  f  e r n i e n t a t i 6n . , ' ' /
T he  e f f e c t s  p r o d u c e d  b y  some i n h i b i t o r s :  o f  a l c p h o l i e  
f e r m e n t a t i o n , ' ,an d  t h e  m e c h a n ism s  b y  w h ic h  t h e s e  i n h i b i t i o n s  
a r e  b r o u g h t  a b o u t  w i l l  b e  d i s c u s s e d  h e r e ,  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  o r  n o t  a n y  o f  t h e s e  m e c h a n ism s  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t s  p r o d u c e d  b y  g l u c o s o n e .
1 . 2 .  I n h i b l t i o h :  b y  C a t i o n s .
T he i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  h e a v y  m e t a l s  o n  enzym es 
a r e  w e l l  k n ow n^and  a r e  f o r  t h e  m o s t  p a r t  n o n - s p e c i f i c .
T h e s e  e f f e c t s  a r e  e x e r t e d  a t  m any p o i n t s  i n  t h e  f e r m e n t a t i o n  
s e q u e n c e  a s  t h e . m e t a l s  c a u s e  p r e c i p i t a t i o n  a n d  d é n a t u r a t i o n  
o f  p r o t e i n s ,  a n d  a r e  a l s o  a b l e  t o  b i n d  t h i o l  g r o u p s .
B ooy (1 9 4 0 )  i h  a  f a i r l y  c o m p le t e  i n v e s t i g a t i o n  
o f  t h e  a c t i o n  o f  v a r i o u s  m e t a l s  on  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  fo u n d ,  
t h a t  A i ,  B e ,  Cd, C e , Co, F e ,  L a ,  Ma,* N i ,  T e ,  P b ,  a n d  Z n ^ a l l  
r e d u c e d  f e r m e n t a t i o n  r a t e  a t  c o n c e n t r a t i o n s  b e lo w  l .O N ,  
a n d  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  a l l  i n h i b i t e d  f e r m e n t a t i o n  
c o m p l e t e l y .  T he a l k a l i  m e t a l s  a n d  a l k a l i n e  e a r t h s ,  o n  t h e  
o t h e r  h a n d ,  e i t h e r  s t i m u l a t e d  f e r m e n t a t i o n ,  o r  h a d  no e f f e c t ,  
i n  c o n c e n t r a t i o n s  up  t o  l .O N .  S u g a r  b re a k d o w n  w as i n h i b i t e d  
b y  v e r y  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  H g, Cu, A g, an d  u r a n y l  o x i d e  
s a l t s ,  a s  m ig h t  b e  a n t i c i p a t e d  f ro m  t h e  h i g h  t o x i c i t y  o f  
t h e s e  m e t a l s  i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  T he  i n h i b i t o r y  e f f e c t  
o f  c o p p e r  w as i n v e s t i g a t e d  b y  Ov/en ( 1938) , who show^ed t h a t  
t r a c e s  o f  t h e  m e t a l  o b t a i n e d  f ro m  t h e  a p x > ara tu s  u s e d  i n  
l a r g e  s c a l e  f e r m e n t a t i o n s  c o u l d  r e d u c e  t h e  y i e l d  o f  t h e  
f i n a l  p r o d u c t s .
I n v e r t a s e ,  o n e  o f  t h e  e a r l i e s t  k n o w n 'o a r b o h y d r a s e s , 
Was u s e d  a s  a  m o d e l  f o r  s t u d i e s  on  enzym e k i n e t i c s  b y  many 
w o r k e r s .  { H e n r i ,  1 9 0 2 ;  M i p h a e l i s  an d  M e n te n ,  1 9 1 3 ) .
M y rb a c k  (1 9 2 6 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s i l v e r  i o n s  i n a c t i v a t e d  t h e
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en z y m e , t h e  d e g r e e  o f  t h e  i n h i b i t i o n  b e i n g  a  f u n c t i o n  o f  
t h e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n .  He s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  w as d u e  t o  a  c o m p e t i t i o n  by  t h e  m e t a l  i o n  w i t h  t h e  . .
h y d r o g e n  i o n  n e c e s s a r y  f o r  e n z y m ic  a c t i v i t y .  T he  m e t a l s  
c o p p e r ,  z i n c ,  cadmium a n d  l e a d  b e h a v e d  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n ,  -
b u t  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  m e r c u r y  w as d e p e n d e n t  o n  t h e
s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  He s u g g e s t e d  t h i s  w as d u e  t o  a h  
a t t a c h m e n t  o f  t h e  m e r c u r y  t o  t h e  s u b s t r a t e - c o m b i n i n g  g r o u p  
o f  t h e  enzym e. T he  r e v e r s i b l e  i n a c t i v a t i o n  o f  i n v e r t a s e  
b y  s i l v e r  an d  m e r c u r y ,  w as c o n f i r m e d  b y  J a c o b y  ( 1 9 2 7 ,  1928) 
who show ed t h a t  r e a c t i v a t i o n  c o u l d  b e  b r o u g h t  a b o u t  b y  d i a l y s i s  
o f  t h e  enzym e m e t a l  c o m p le x .  He a l s o  c o n f i r m e d  t h a t  t h e  
enzym e w as p r o t e c t e d  f ro m  t h e  a c t i o n  o f  h e a v y  m e t a l s  b y  i t s  
s u b s t r a t e ,  a  p h en o m e n o n  w h ic h  h a s  b ee h % n o ted  s i n c e  w i t h  o t h e r  
enzym es a n d  i n h i b i t o r s  ( Q t i a s t e l ,  a n d  ViHieatley, 1 9 3 1 ;  H o p k in s ,  
M organ, a n d  L u tw ak -M an n , 1 9 3 8 ;  R u n n s t ro m ,  G u rn e y ,  a n d  S p e r b e r ,  
1 9 4 1 ) .  Z in c  an d  c o p p e r  w e r e  shown t o  a c t  o n  p u r i f i e d  i n v e r t a s e  
i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n  ( B o e r i ,  1 9 4 7 ) .
T he e x t r e m e  s e h s i t i v i t y  o f  p u r i f i e d  p h o s p h o g l u c o -  
m u ta s e  t o  z i n c ,  c o p p e r^  m e r c u r i c  a n d  s i l v e r  i o n s  i s  s a i d  t o  
a c c o u n t  f o r  t h e  l a c k  o f  a c t i v i t y  o f  p r e p a r a t i o n s  o f  t h i s  
enzym e, i n  t h e  a b s e n c e  o f  c h e l a t i n g  a g e n t s  ( S u t h e r l a n d ,  1 9 4 9 ) .
T he a c t i o n  o f  h e a v y  m e t a l s  o n  a l d o l a s e  p r e s e n t s  
a n  i n t e r e s t i n g  ex a m p le  o f  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  y e a s t  a n d  
a n im a l  e n z y m e s ,  f o r  m u s c l e  a l d o l a s e  i s  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d
b y  2 .0  X 10""%  z i n c  s u l p h a t e  ( H e r b e r t ,  G o rd o n ,  S u b ra m a n y a n ,  
a n d  G re e n  (1 9 4 0 )  w h e r e a s  y e a s t  a l d o l a s e  r e q u i r e d  z i n c ,  i r o n  
o r  c o b a l t  f o r  c o m p le t e  a c t i v i t y  (W arb u rg  a n d  C h r i s t i a n ,  1 9 4 3 ) .
U ra n iu m  w as show n t o  co m b in e  r e v e r s i b l y  w i t h  p r o t e i n s  
b y  B a r r o n ,  M u n tz , a n d  G a s v o d a ,  (1 9 4 8 )  a n d  b y  R o t h s t e i n  a n d  
L a r r a b e e  ( 1 9 4 8 ) .  B o th  g r o u p s  o f  i n v e s t i g a t o r s  a l s o  show ed  
t h a t  i t  i n h i b i t e 'd .  t h e  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e .
B a r r o n  e t  a l  (1 9 4 8 )  show ed  t h a t  t h e  u r a n iu m  i n h i b i t i o n  o f  
f e r m e n t a t i o n  b y  w h o le  y e a s t  w as r e v e r s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  
p h o s p h a t e  o r - b i c a r b o n a t e ,  b u t  a  s i m i l a r  i n h i b i t i o n  o f  c e l l -  
f r e e  f e r m e n t a t i o n  c o u l d  n o t  b e  r e v e r s e d  i n  t h i s  m a n n e r .
I t  w as c o n c l u d e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  
w as d u e  t o  a n  a d s o r p t i o n  o f  t h e  m e t a l  o n  t h e  c e l l  m em b ran e , 
w h ic h  r e n d e r e d  t h e  m em brane im p e rm e a b le  t o  g l u c o s e .  R o t h s t e i n  
a n d  L a r r a b e e  (1 9 4 8 )  a l s o  show ed  t h a t  u r a n iu m  a c t s  a t  t h e  s u r f a c e  
o f  t h e  c e l l  t o  i n h i b i t  y e a s t  f e r m e n t a t i o n ,  b u t  i n  a  l a t e r  
i n v e s t i g a t i o n  R o t h s t e i n ,  M e i e r ,  a n d  H u r w i t z  (1 9 5 1 )  c o n c lu d e d  
t h a t  t h é  k i n e t i c s  o f  t h e  i n h i b i t i o n  w e re  d e f i n i t e l y  t h o s e  o f  
a n  e n z y m e - i n h i b i t e d  r e a c t i o n .  An i n h i b i t i o n  o f  a  p h o s p h o r y l a t i n  
enzym e, p r o b a b l y  h e x o k i n a s e ,  w h ic h  was l o c a t e d  a t  t h e  c e l l -  
s u r f a c e  w as  p o s t u l a t e d .  I t  i s  d i f f i c u l t  t o  a c c e p t  t h e s e  
c o n c l u s i o n s  a s  B a r r o n  e t  a l  (1 9 4 8 )  h a v e  show n t h a t  a  p a r t i a l l y  
p u r e  h e x o k i n a s e  i s  n o t  a p p r e c i a b l y  i n h i b i t e d  b y  u r a n i u m .  A 
p o s s i b l e  c o m p e t i t i v e  e f f e c t  b e tw e e n  t h e  c e l l  enzym es a n d  
u r a n iu m  f o r  a v a i l a b l e  ATP i s  a l s o  d i s c o u n t e d  a s  B a r r o n  e t  a l  . ,
(1 9 4 8 )  show ed  t h a t  a d d i t i o n  o f  ATP d i d  n o t  r e l e a s e  t h e  
i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  u r a n i u m .
I t  h a s  b e e n  show n b y  many i n v e s t i g a t o r s ,  ( M e y e rh o f j  
1 9 1 7 ;  D i c k e n s ,  1 9 5 4 ,  1 9 5 5 ;  E l l i o t  an d  B a k e r ,  1955) t h a t  
c e r t a i n  d y e s  w i l l  a f f e c t  f e r m e n t a t i o n  i n  l i v i n g  c e l l s  u n d e r  
b o t h  a e r o b i c  an d  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  Y e a s t  e x t r a c t s  
consum e o n l y  s m a l l  a m o u n ts  o f  o x y g e n  w hen m e t a b o l i s i n g  g l u c o s e ,  
b u t  t h e  a d d i t i o n  o f  c e r t a i n  d y e s  w h ic h  c a n  b e  r e d u c e d  by  t h e  
e x t r a c t  a n d  o x i d i s e d  b y  m o l e c u l a r  o x y g e n ,  c a u s e  a p p r e c i a b l e  
o x y g e n  c o n s u m p t io n .  L ip m a n n  (1 9 3 4 )  a t t e m p t e d  t o  c o r r e l a t e  
t h i s  o x y g e n  c o n s u m p t io n  w i t h  t h e  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n  
w h ic h  w as p r o d u c e d  a t  t h e  sam e t i m e .  He r e p o r t e d ,  h o w e v e r ,  
t h a t  t h e  o x y g e n  c o n s u m p t io n  w as n o t  r e l a t e d  t o  t h e  d e g r e e  
o f  i n h i b i t i o n  a n d  c o n c lu d e d  t h a t  t h e  d e c i d i n g  f a c t o r  i s  t h e  
r e d o x  p o t e n t i a l  w h ic h  t h e  d y e - s t u f f  im p o s e s  o n  t h e  f e r m e n t i n g  
m i x t u r e .  M i c h a e l i s  a n d  S m y th e  (1 9 3 6 )  c r i t i c i s e d  t h e s e  f i n d i n g s  
a n d  r e p o r t e d  t h a t  t h e  com monly u s e d  d y e s  may b e  c l a s s i f i e d  
i n t o  t h r e e  g r o u p s .  I n  t h e  f i r s t  g ro u p  a r e  t h o s e  w h ic h  
i n c r e a s e  o x y g e n  c o n s u m p t io h  b u t  do n o t  i n h i b i t  f e r m e n t a t i o n ,  
e . g .  g a l l o c y a n i n e ,  p h r e n o s a f r a n i n e  a n d  n e u t r a l  r e d .  The 
s e c o n d  g r o u p  i n c l u d i n g  p y r o c y a n i n e ,  m e t h y le n e  b l u e  an d  t h i o n i n e ,  
i n h i b i t s  a e r o b i c  f e r m e n t a t i o n  b y  d e s t r o y i n g  en z y m e s ;  t h e  
t h i r d  g r o u p  i n h i b i t s  a e r o b i c  f e r m e n t a t i o n  b y  s u p p r e s s i n g  
t h e  f o r m a t i o n  o f  h e x o s e à i p h o s p h a t e ,  an d  i n c l u d e s  r o s i n d u l i n e  GG, 
l - n a p h t h o l - 2- s u l p h o n a t e ,  i n d o p h e n o l ,  a n d  b r i l l i a n t  a l i z a r i n
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b l u e .  , T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  w e r e  u n a b l e  t o  f i n d  a n y  c o r r e l a t i o n  
b e tw e e n  i n h i b i t o r y  a c t i o n  a n d  r e d o x , p o t e n t i a l .
The i n v e s t i g a t i o n s  c a r r i e d  o u t  b y  Q ,u a s te l  an d  
Y a te s  (1 9 3 6 )  on  t h e  a c t i o n  o f  a c i d i c  a n d  b a s i c  d y e s  on  
i n v e r t a s e  g a v e  r i s e  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  enzym e a c t s  
a s  a  z w i t t e r i o n  w h o se  o p p o s i t e l y  c h a r g e d  g r o u p s  a r e  b r i d g e d  
b y  s u c r o s e .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  a  
g i v e n  c o n c e n t r a t i o n  o f  b a s i c ,  d y e  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s e  o f  
pH , an d  t h a t  s u c r o s e  an d  g l u c o s e  p r o t e c t e d  a g a i n s t  b a s i c  
d y e s  an d  s u c r o s e  a n d  f r u c t o s e  a g a i n s t  a c i d  d y e s .  I t  w as 
c o n s i d e r e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  a n  a n i o n  OH.E* w as fo rm e d  w h ic h  
co m b in e d  w i t h  t h e  g l u c o s e  m o i e t y  an d  b a s i c  d y e s ,  a n d  t h e  
c a t i o n  H.E+ w h ic h  b o u n d  a c i d  d y e s  an d  t h e  f r u c t o s e  p a r t  o f  
t h e  s u c r o s e  m o l e c u l e .
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1 . 3 .  I n h i b i t i o n  b y  A r s e n a t e .
D u r in g  t h e i r  e a r l y  e x p e r i m e n t s  w i t h  y e a s t  j u i c e s  
B u c h n e r  a n d  Rapp (1 8 9 7 )  f o u n d  t h a t  a r s e n a t e  d i d  n o t  i n h i b i t  
c e l l - f r e e  f e r m e n t a t i o n ,  b u t  o c c a s i o n a l l y  p r o d u c e d  a  s t i m u l a t o r y  
e f f e c t .  T he a c c e l e r a t i o n  o f  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  b y  lo w  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n a t e  w as d e m o n s t r a t e d  m o re  d e f i n i t e l y  
b y  H a r d e n  a n d  Young ( 1 9 1 1 ) ,  a n d  a f t e r  a n  a p p r a i s a l  o f  t h e  
r e s u l t s  o f  m any i n v e s t i g a t o r s ,  H a rd e n  (1 9 3 2 )  c o n c lu d e d  t h a t  
t h e  a r s e n a t e  w as e s t e r i f i e d  w i t h  a  s u g a r  m o l e c u l e .  V^arburg 
a n d  C h r i s t i a n  ( 1 9 3 9 a ,  1 9 3 9 b )  show ed  t h a t  1 : 3- d i p h o s p h o g l y c e r i c  
a c i d  i s  n o r m a l l y  fo rm e d  i n  m u s c l e  e x t r a c t s  a n d  s u g g e s t e d  
t h a t  l - a r s e n o - 3 - p h o s p h o g l y c e r i c  a c i d  w as fo rm e d  b y  t h e s e  
e x t r a c t s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a r s e n a t e .  As t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a ­
t i o n  i n  y e a s t  e x t r a c t s . i s  d e p e n d e n t  t o  some e x t e n t ,  on  t h e  
s p e e d  o f  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  1 : 3  d i p h o s p h o g l y e e r i e  a c i d ,
ADP b e i n g  t h e  p h o s p h a t e  a c c e p t o r ,  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
im m e d ia te  n o n - o a t a l y t i o  s p l i t t i n g  o f  l - a r s e n o - 3 - p h o s p h o -  
g l y c e r i c  a c i d  p r o d u c e s  a n  a c c e l e r a t i o n . i n  f e r m e n t a t i o n  r a t e .  
M e y e rh o f  an d  J u n o w i o z - K o c h o l a t y  (1 9 4 2 )  l a t e r  show ed  t h a t  t h e  
a c c e l e r a t i n g  e f f e c t  c o u l d  a l s o  b e  d u e  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
s p e e d  o f  p h o s p h o p y r u v io  b r e a k d o w n ,  c a u s e d  b y  t h e  i n c r e a s e  i n  
a v a i l a b l e  ADP b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  s p o n t a n e o u s  d e c o m p o s i t i o n  
o f  l - a r s e n o - 3 - p h o s p h o g i y o e r i c  a c i d .
An i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  a r s e n a t e  o n  l i v i n g  y e a s t  
c e l l s  h a s ,  h o w e v e r ,  b e e n  r e p o r t e d  by  B l e y e r  a n d  T h i e s  (1 9 4 2 )
■ — 13 — -
a n d  D ie m a i r  a iid  S c h u l k e  ( 1 9 4 2 ) .  B l e y e r  an d  T h i e s  n o t e d  
t h a t  96 p e r  c e n t ,  o f  t h e  a d d e d  a r s e n a t e  i s  h o u n d  b y  t h e  
y e a s t  a f t e r  t h e  c o m p l e t i o n  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n ,  a n d  D ie m a i r
I '
a n d  S c h u lk e  h a v e  show n t h a t  t h e  r a t e  o f  t h i s  b i n d i n g  p r o c e s s  
i n c r e a s e s ,  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  f e r m e n t a t i o n  r a t e . ,  M ore r e c e n t  
e x p e r i m e n t s  b y  R e i n e r  (1 9 4 8 )  o n  t h e  e f f e c t  o f  a r s e n a t e  o n  
t h e  a d a p t i v e  enzym es  o f  y e a s t  h a v e  shown t h a t  enzym e f o r m a t i o n  
a n d  n i t r o g e n  a s s i m i l a t i o n  a r e  i n h i b i t e d  b y  a r s e n a t e .  As 
t h i s  i n h i b i t i o n  p a n  b e  r e v e r s e d  b y  a d d i t i o n  o f  p h o s p h a t e ,  
h e  s u g g e s t e d  t h a t  o n e  o f  t h e  m a in  f u n c t i o n s  o f  a r s e n a t e  i s  
t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m  f ro m  p h o s p h a t e  
e s t é r i f i c a t i o n .
A r s e n i t e ,  o n  t h e  o t h e r , h a n d ,  e x e r t s  a n  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o n  o x i d a t i v e  e n z y m e s ,  w h i l e  s t i m u l a t i n g  t h e  a e r o b i c  
f e r m e n t a t i o n  o f  y e a s t  ( P i c k e t t  an d  C l i f t o n ,  1 9 4 3 ) ,  T h e s e  
a u t h o r s  r e p o r t e d  t h a t  s o d iu m  a r s e n i t e  i n h i b i t e d  t h e  o x i d a t i o n  
o f  b o t h  g l u c o s e  a n d  p y r u v a t e ,  b u t  shov/ed t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  
o f  o x i d a t i o n  o f  g l u c o s e  c o u l d  n o t  b e  r e f e r r e d  e n t i r e l y  t o  a n  
i n h i b i t i o n  o f  p y r u v i c  a c i d  o x i d a s e .
: : : ' .-. . i / i  ' ~
1 . 4 .  I n h i b i t i o n  b y  F l u o r i d e .
T he i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  o n  a l c o h o l i c  
f e r m e n t a t i o n  h a s  b e e n  r e c o g n i s e d  f o r  a  l o n g  t i m e  b u t  i t  w as 
n o t  u n t i l  M e y e rh o f  an d  h i s  o o - v m rk e r s  u n d e r t o o k  a  m ore  
d e t a i l e d  i n v e s t i g a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  enzym e s y s t e m s  t h a t  
t h e  s p e c i f i c  n a t u r e  o f  t h e  i n h i b i t i o n  w as r e a l i s e d .
I t  was shovm , i n  a  s e r i e s  o f  i n v e s t i g a t i o n s  (Lojimann 
a n d  M e y e r h o f , 1 9 3 4 ;  M e y e rh o f  a n d  K i e s s l i n g ,  1 9 3 5 ;  M e y e rh o f  
a n d  S c ia u lz ,  1 9 3 8 ) ,  t h a t  f l u o r i d e  a c t s  s p e c i f i c a l l y  on  e n o l a s e ,  
c a u s i n g  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  2- p h o s p h o g l y o e r i c  a c i d .
As d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  
p r o d u c e d  o n  w h o le  y e a s t  c e l l s ,  an d  i n  y e a s t  e x t r a c t s ,  Malm 
(1 9 4 0 )  s t u d i e d  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  y e a s t  c e l l s  to v /a rd s  s o d iu m  
f l u o r i d e .  He d i s c o v e r e d  t h a t  i t  d i f f u s e d  i n t o  t h e  c e l l  
a s  u n d i s s o o i a t e d  h y d r o g e n  f l u o r i d e ,  t h e  s o d iu m  h y d r o x i d e  
r e m a i n i n g  o u t s i d e  t h e  c e l l  r a i s i n g  t h e  pH a n d  p r e v e n t i n g  
t h e  i n f i l t r a t i o n  o f  m o re  f l u o r i d e .  The am o u n t o f  f l u o r i d e  
a b s o r b e d  was. f o u n d  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  o u t ­
s i d e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r ;  so  t h a t  t h e  e f f e c t  w as 
n o t  o n e  o f  s i m p l e  a d s o r p t i o n ,  R u n n s tro m  (1 9 4 1 )  t h e n  f o u n d  
t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  was g o v e r n e d  b y  t h e  
t i m e  i n t e r v a l  b e tw e e n  t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  a n d  f l u o r i d e .
I n  a d d . i t i o n  t o  t h e  g r e a t e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  p r o d u c e d  i n  
y e a s t  j u i c e  f e r m e n t a t i o n  t h a n  t h a t  p r o d u c e d  i n  w h o le  c e l l
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f e r m e n t a t i o n ,  i t  w as f o u n d . t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  p h o s p h a t e  
e n h a n c e d  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i n  e i t h e r  o f  t h e s e  s y s t e m s .
I n  a  r a t h e r  m o re  c o m p le t e  i n v e s t i g a t i o n  R u n n s t ro m , G u rn e y ,  
a n d  S p e r b e r  (1 9 4 1 )  show ed  t h a t ,  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s ,  f l u o r i d e  
s t i m u l a t e d  f e r m e n t a t i o n  w hen a d d e d  b e f o r e  g l u c o s e ,  b y  i n h i b i t ­
i n g  g l y o o n e o g e n e s i s . T he a d d i t i o n  o f  a l c o h o l ,  p y r u v i c  a c i d ,
t r e h a l o s e ,  o r  g l u c o s e  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  f l u o r i d e  
w as f o u n d  t o  g i v e  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t ,  b u t  a r a b i n o s e  d i d  n o t  
a f f e c t  t h e  i n h i b i t i o n .  I t  w as c o n s i d e r e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  
a  " p r o t e c t e d  u n i t "  w as fo rm e d  o n  t h e  enzym e, by  a  c o m b in a t io n  
o f  a  s u b s t r a t e  o r  m e t a b o l i t e  w i t h  t h e  enzyme p r o p e r .  The 
i n h i b i t i o n  was f o u n d  t o  c h a n g e  f ro m  0 t o  100 p e r  c e n t ,  
w i t h i n  a  v e r y  n a r ro v f  r a n g e  o f  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  w h ic h  
s u g g e s t e d  a  n a r r o v /  l o c u s  o f  a c t i o n .
T he e x p l a n a t i o n  a n d  t h e  m e c h a n ism  o f  t h e  f l u o r i d e  
e f f e c t  w as c o n f i r m e d  b y  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  W arb u rg  an d  
C h r i s t i a n  ( 1 9 4 2 ) ,  who i s o l a t e d  a n d  c r y s t a l l i s e d  y e a s t  e n o l a s e  
a n d  show ed i t  t o  b e  i n h i b i t e d  b y  f l u o r i d e .  T h ey  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h e  m a g n es iu m  i o n s  r e q u i r e d  b y  e n o l a s e  f o r  c o m p le t e  
a c t i v i t y  c o u l d  b e  r e p l a c e d  b y  z i n c  o r  m a n g a n e s e ,  t h e s e  f i n d i n g s  
b e i n g  c o n f i r m e d  b y  U t t e r  a n d  Werkman ( 1 9 4 2 J , .  W arb u rg  an d  
C h r i s t i a n  show ed t h a t  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n f l u e n c e d  t h e  
i n h i b i t i o n  t o  a  l a r g e . e x t e n t ,  a n d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  
i n  a  g i v e n  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  an d  f l u o r i d e ,  i n c r e a s e d  
w i t h  a n  i n c r e a s e  o f  m ag n es iu m  c o n c e n t r a t i o n .  T h ey  c o n c lu d e d
t h a t  f i x i o r i d e  î n h i h i l i l o n  o f  e n o l a s e  I s  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  
o f  m a g n e s i im  - f l u o r o p h o a p h a t e  w h ic h  c o m p e te s  w i t h  t h e  
m a g n es iu m  o f  t h e  e n z y m e - m e ta l  c o m p le x .  An e q u i l i b r i u m  
e q u a t i o n  was f o r m u l a t e d :
M g . f l u o r o p h o s p h a t e  + Mg . e n o l a s e  
M g . f l u o r o p h o s p h o e n o l a s e  + M g . s a l t ,  
t o  e x p l a i n  th e ,  e f f e c t .  W a rb u rg  an d  C h r i s t i a n  (1 9 4 2 )  show ed 
t h a t  t h e  f l u o r i d e  i n h i b i t i o n  o f  c a r b o x y l a s e ,  w h ic h  r e q u i r e s  
Mg f o r  c o m p le t e  a c t i v i t y ,  d i d  n o t  v a r y  w i t h  t h e  p h o s p h a t e  
c o n c e n t r a t i o n , s o  t h a t  t h i s  m e c h a n ism  o f  f l u o r i d e  i n h i b i t i o n  
may h o t  b e  a  g e n e r a l  o n e .
A l th o u g h  t h e  i n h i b i t i o n  o f  e n o l a s e  b y  t h e  m e c h a n ism  
p r o p o s e d  b y  W arb u rg  a n d  C h r i s t i a n  p r o b a b l y  a c c o u n t s  f o r  t h e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  f l u o r i d e  o n  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n ,  
some a n o m a lo u s  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  u s i n g  w h o le  y e a s t  
c e l l s  w h ic h  c a s t  d o u b t  o n  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e a c t i o n .
N i l i s o n ,  Aliïi a n d  B u r s t r o m ,  (1 9 4 2 )  s t a t e  t h a t  man­
g a n e s e  c h l o r i d e  w i l l  r e v e r s e  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  
o n  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n  w h e r e a s  m a g n es iu m  c h l o r i d e  p r o d u c e s  
no c h a n g e  i n  t h e  i n h i b i t i o n .  T h i s  w o u ld  s u g g e s t  t h a t  Mn 
d o e s  h o t  fo rm  a n  e n z y m e - m e t a l - f l u o r o p h o s p h a t e  c o m p le x  a l t h o u g h  
M n . f i u o r o p h o s p h a t e  i t s e l f  may b e  p r o d u c e d .
TÎ ' ; 'R u n n s trp m  a n d  M a rc u s e  (1 9 4 3 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
g l u c o s e  d i d  n o t  e x e r t s  a n y  p r o t e c t i v e  e f f e c t  i n  p r e s s  j u i c e  
f e r m e n t a t i o n s ,  i n  w h ic h  t h e  f l u o r i d e  i n h i b i t i o n  i s  i n c r e a s e d
b y  p h o s p h a t e  b u t  n o t  b y  p o t a s s i u m .  On t h e  o t h e r  h a n d ,
t h e  f l u o r i d e  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n  b y  w h o le  y e a s t  c e l l s
i s  e n h a n c e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  p o t a s s i u m  a n d  n o t  b y  p h o s p h a te : .
A c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  o f  i n h i b i t i o n  a t  pH 5 o v e r  t h a t  
o b t a i n i n g  a t  pH 6 w as a l s o  n o t e d  w i t h  f r e s h  w h o le  c e l l s  
a l t h o u g h  w i t h  d r i e d  y e a s t  t h e  i n h i b i t i o n  w as I n d e p e n d e n t  o f  
t h e  pH . F rom  t h e s e  f i n d i n g s  i t  w as c o n c lu d e d  t h a t  t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  c e l l  t o w a r d s  f l u o r i d e  d e p e n d s  on  t h e  a c t i v i t y  •- 
o f  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  i n  t h e  c e l l  a t  t h e  moment t h e  f l u o r i d e  
i s  i n t r o d u c e d .
I t  h a s  b e e n  show n b y  R u n n s t ro m ,  B o r e i ,  an d  S p e r b e r  .f: 
(1 9 4 0 )  t h a t  c e r t a i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f l u o r i d e  p r o d u c e d  a n  
i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n  a n d  a  s t i m u l a t i o n  o f  r e s p i r a t i o n ,  3 
w h e r e a s  a t  o t h e r  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  r e v e r s e  e f f e c t  
c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d .  R e s p i r a t i o n  w as i n h i b i t e d  b y  f l u o r i d e  
u s i n g  g l u c o s e ,  p y r u v a t e ,  m e t h y l g l y o x a l , a c e t a l d e h y d e ,  e t h y l  ; 
a l c o h o l ,  a c e t i c  a c i d  a n d  l a c t i c  a c i d  a s  s u b s t r a t e s .  F l u o r i d e  
a l s o  d e p r e s s e d  t h e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  o f  a  y e a s t  j u i c e  *
u s i n g  l a c t i c  a c i d  o r  h e x o s e d i p h o s p h a t e  p l u s  g l u c o s e  a s  s u b s t r a t e s .  
T he r e d u c t i o n  o f  m e t h y l e n e  b l u e  b y  t h i s  same y e a s t  j u i c e  
w as n o t  i n f l u e n c e d  b y  f l u o r i d e ,  h o w e v e r ,  s o  i t  w as c o n c lu d e d  
t h a t  f l u o r i d e  e x e r t s  i t s  d e p r e s s a n t  e f f e c t  o n  a  s t a g e  i n t e r ­
m e d i a t e  b e tw e e n  d e h y d r o g e n a s e  a n d  t h e  c y t o c h r o m e s .  I t  w as 
show n by  B o r e i  (1 9 4 0 )  t h a t  f l u o r i d e  d i d , n o t  e x e r t  i t s  e f f e c t  
o n  c y to c h r o m e  o .
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I n  a  m ore  r e c e n t  i n v e s t i g a t i o n  H i c k e r s o n  an d  
Chung (1 9 5 2 )  h a v e  o o n f i r m e d  t h a t  i n  n o n - d i v i d i n g  y e a s t  
c e l l s  m e t a b o l i s i n g  g l u c o s e  a n a e r o b i c a l l y ,  e n o l a s e  i s  t h e  
s i t e  o f  f l u o r i d e  a c t i o n .  Â c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  
o f  o t h e r  e x p e r i m e n t s  l e d  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  a e r o b i c  f e r ­
m e n t a t i o n  i s  a f f e c t e d  a t  some o t h e r  p o i n t .  T he f l u o r i d e  
i n h i b i t i o n  o f  g r o w th  w as r e v e r s e d  by  g l u o o s e - l - p h o s p a t e  b u t  
n o t  b y  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e ,  w h ic h  w o u ld  seem  t o  l o c a t e  t h i s  
e f f e c t  a t  t h e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  s t a g e .  N a j j a r  (1 9 4 8 )  h a s  
shown t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  o n  c r y s t a l l i n e  
m u s c l e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  i s  i n c r e a s e d  o n  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e -  
1- p h o s p h a t e  so  t h a t  i f  t h e  y e a s t  an d  m u s c le  enzym es a r e  s i m i l a r  
t h e  f l u o r i d e  e f f e c t  c a n n o t  o c c u r  a t  t h e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  
s t a g e  d u r i n g  y e a s t  g r o w t h .  N i c k e r s o n  a n d  Chung: (’1952 ) h a v e  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  m ig h t  a l s o  o c c u r  a t  t h e  
s y n t h e s i s  o f  g l u c o s e - 1 : 6- d i p h o s p h a t e ,  t h e  o o -en zy m e  f o r  t h e  
p h o s p h o g lu c o m u ta s e  r e a c t i o n .  T h i s  w o u ld  b e  m o re  f e a s i b l e  i n  
c o n s i d e r a t i o n  o f  N a j j a r ’ s  (1 9 4 8 )  f i n d i n g s .
'VV. = r/:;:
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1 . 5 .  I n h i b i t i o n  b y  C y a n id e ;
■Warburg a n d  h i s  o o - w o r k e r s  h a v e  show n t h a t  t h e
c y a n i d e  i n h i b i t i o n  o f  r e s p i r a t i o n  an d  o f  c a r b o n  d i o x i d e
.... r ,a n d  n i t r o g e n  a s s i m i l a t i o n ,  a t  lo w  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n ,
r -
i s  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  e n z y m e - m e t a l - i n h i b i t o r  c o m p le x e s  
i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  e n o l a s e .  As
. -  ■ is e v e r a l  o f  t h e  i n t e r m e d i a r y  r e a c t i o n s  o f  f e r m e n t a t i o n  a r e  
c a t a l y s e d  b y  enzym es  w h ic h  r e q u i r e  m e t a l s  f o r  t h e i r  a c t i v a t i o n ,  
i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  KCN c o u l d  e x e r t  i t s  e f f e c t  a t  many p l a c e s
i n  t h e  g l y c o l y t i c  c h a i n .  M e y e rh o f  an d  Lojimann (1 9 3 4 )  f o u n d  i;
t h a t  a l d o l a s e  fo rm s  t r i o s e  p h o s p h a t e  f ro m  h e x o s e  d i p h o s p h a t e  
e v e n  i n  O.IM p o t a s s i u m  c y a n i d e  s o l u t i o n ,  a l t h o u g h  W arbu rg  
h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  enzym e r e q u i r e s  Zn'^'^, Fe"^"^, o r  
Co"^^ f o r  c o m p le t e  a c t i v a t i o n .  T he m e c h a n ism  o f  c y a n id e  
i n h i b i t i o n  w o u ld ,  t h e r e f o r e ,  seem  t o  b e  d i f f e r e n t  f ro m  t h a t  
o b t a i n i n g  w i t h  f l u o r i d e .
M a s s a r t  a n d  D u f a i t  (1 9 4 2 )  a t t e m p t e d  t o  l o c a l i s e  
t h e  i n h i b i t i o n  b y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  v a r i o u s  
r e a c t i o n s  i n  m a c e r a t i o n  j u i c e  t o w a r d s  c y a n i d e .  T hey  demon­
s t r a t e d  t h a t  t h e  enzym es c a t a l y s i n g  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
g l u c o s e  b y  p h o 's p h o p y r u v ic  a c i d  w e re  a c t i v a t e d  b y  Mg"^'^, Mn"^" ,^
Co’^ '**, Ni'*^ '**, Z n++ , Gd’^ '^, a n d  Fe'*"*', i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  
f i n d i n g  o f  O h lm e y e r  a n d  O choa (1 9 3 7 )  , a n d  a l s o  t h a t  t h e s e  
enzym es w e re  i n h i b i t e d  b y  c y a n i d e .  I t  w as c o n c lu d e d  t h a t  
c y a n i d e  i n h i b i t i o n  w as c a u s e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n > en zy m e-  
m e t a l - i n h i b i t o r  c o m p le x .  ,
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M e y e rh o f  a n d  K a p la n  (1 9 5 S )  l a t e r  s u g g e s t e d  t h a t ..
t h i s  i n h i b i t i o n  i s  m uch m o re  c o m p lex  t h a n  M a s s a r t  a n d  D u f a i t
r e a l i s e d ,  an d  i s  b r o u g h t  a b o u t  by  a  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t
m e c h a n is m . T hey  show ed  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  a l c o h o l i c  f e r m e n t à -
t i o n  c o u l d  b e  p r o d u c e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  p a r a p y r u y a t e ,  a  i
d i m e r i c  c o n d e n s a t i o n  p r o d u c t  o f  p y r u v a t e  fo rm e d  i n  t h e  p r e s e n c e  ■ %
o f  c y a n i d e ,  w h ic h  w as f i r s t  d e s c r i b e d  by  K re b s  ( 1 9 5 2 ) ;  a n d  ^
a l s o  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  c y a n o h y d r i n  b y  c o m b i n a t i o n  o f
. ' :  #g l y c é r a l d é h y d e  p h o s p h a t e  a n d  p o t a s s i u m  c y a n i d e .  T he f o r m a t i o n
■
o f  p a r a p y r u v a t e  i n h i b i t s  f e r m e n t a t i o n  by  p r e v e n t i n g  t h e  
f u r t h e r  m e t a b o l i s m  o f  p y r u v a t e ,  a s  t h e  d im e r  i s  n o t  m e t a b o l i s e d  yi: 
b y  c a r b o x y l q s e .  T he  f o r m a t i o n  o f  t h e  c y a n o h y d r i n  re m o v e s  ,4
o n e  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  g l y c o l y t i c  s e q u e n c e ,  an d  a l s o
■ . . ■ ■ : •' ' -ÿp r e v e n t s  t h e  r e - o x i d a t i o n  o f  DPN.Hg. O n ly  i n d i r e c t  e v i d e n c e  
was p r e s e n t e d  f o r  t h i s  l a s t  t y p e  o f  i n h i b i t i o n ,  M e y e rh o f  t
a n d  K a p la n  sh o w in g  t h a t  l i v i n g  y e a s t  f e r m e n t a t i o n ,  w as 55 p e r  
c e n t ,  i n h i b i t e d  b y  O.OIM KON, w h e r e a s  s i m i l a r  e f f e c t s  w e re  
o b t a i n e d  w i t h  d r i e d  y e a s t  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d  DPN.
No d i f f e r e n c e  was f o u n d  i n  t h e  am ount o f  DPN.H^ p r e s e n t  i n  
a  c y a n i d e  i n h i b i t e d  s y s te m . , f ro m  t ' h a t  f o u n d  i n  a  n o rm a l  s y s t e m  
h o w e v e r .
T he f o r m a t i o n  o f  p a r a p y r u v a t e  an d  g l y c e r a l d e h y d e  - 
p h o s p h a t e  c y a n o h y d r i n  p r o b a b l y  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  o v e r a l l  
e f f e c t  o f  c y a n i d e  o n  y e a s t  f e r m e n t a t i o n ,  b u t  t h e  m a in  i n h i b i t o r y
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e f f e c t  w as sliowh t o  b e  o n  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  (M e y e rh o f
a n d  K a p la n ,  1 9 5 2 ) .  M e y e rh o f  , O h lm e y e r ,  an d  M p h le  (1 9 3 8 )
h a v e  shown t h a t  DPN, w h ic h  i s  a  s u b s t r a t e  f o r  a l c o h o l  d e h y ­
d r o g e n a s e ,  fo rm s  a n  a d d i t i o n  p r o d u c t  w i t h  c y a n i d e  b u t  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h i s  co m p lex  w as f o u n d  t o  h a v e  no e f f e c t  o n  t h e  
a c t i v i t y  o f  y e a s t . d e h y d r o g e n a s e .  I t  w as d e m o n s t r a t e d  t h a t  
c o m p le t e  i n h i b i t i o n  was p r o d u c e d  when Q..001M p o t a s s i u m  c y a n i d e  
w as m ix e d  w i t h  t h e  enzym.e p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  a l c o h o l  
a n d  DPN, b u t  o n l y  50 p e r  c e n t ,  i n h i b i t i o n  when t h e  enzyme 
w as a d d e d  t o  a  m i x t u r e  o f  a l c o h o l ,  DPN a n d  c y a n i d e .  The 
l a t t e r  c o n d i t i o n s  c o r r e s p o n d  m o re  n e a r l y  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  
i n  c y a n id e - T t r e a t e d  l i v i n g  y e a s t ,  an d  g i v e s  a  s i m i l a r  i n h i b i t i o n  - 
i n d e x .  As c r y s t a l l i s e d  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  d o e s  n o t  
c o n t a i n  a n y  m e t a l  a c t i v a t o r  ( N e g e l e i n  an d  W u l f f ,  1937) t h e  
i n h i b i t i o n  c a n n o t  b e  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  h e a v y  m e t a l -  
enzym e c o m p le x .  T he i n h i b i t i o n  was s e e n  t o  b e  v e r y  s i m i l a r  
t o  t h a t  p r o d u c e d  b y  c y a n id e "  o n  x a n t h i n e  o x i d a s e ,  a  p r o c e s s  
w h ic h  i s  c a u s e d  b y  a n  i r r e v e r s i b l e  c h a n g e  i n  t h e  enzyme 
p r o t e i n , ( B a l l ,  1 9 3 9 ) .
I t  i s  p r o b a b l e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  p a r t  o f  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n  by c y a n i d e  i s  p r o d u c e d  
b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  c y a n o h y d r i n  compound w h ic h  p r e v e n t s  
f u r t h e r  m e t a b o l i s m ,  r a t h e r  t h a n  by  a  f o r m a t i o n  o f  enzym e- 
m e t a l -  c y a n i d e  c o m p le x e s .  I n h i b i t i o n  may a l s o  o c c u r  a t  t h e
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a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  l e v e l ,  a s  t h i s  enzym e i s  v e r y  s e n s i ­
t i v e  t o w a r d s  c y a n i d e ,  b u t  a s  t h e  t o x i c  e f f e c t  seem s t o  b e  
r a t h e r  n o n - s p e c i f i c ,  o t h e r  g l y c o l y t i c  enzym es may b e  
s i m i l a r l y  p o i s o n e d .
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1 . 6 .  I n h i b i t i o n ,  b y  A z i d e .
T he e f f e c t  o f  sodium ^ a z i d e  o n  t h e  c a r b o h y d r a t e  
m e t a b o l i s m  o f  l i v i n g  y e a s t  c e l l s  h a s  b e e n  s t u d i e d  by  many 
i n v e s t i g a t o r s ,  w i t h  c o n t r a d i c t o r y  r e s u l t s .  T he  a v a i l a b l e  
d a t a  o n  t h e  e f f e c t  o f  a z i d e  o n  a s s i m i l a t o r y  p r o c e s s e s  i n  
m i c r o - o r g a n i s m s  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  by  C l i f t o n  ( 1 9 4 6 ) .
A z id e  i s  known, t o  i n t e r f e r e  w i t h  s e v e r a l  a s p e c t s  
o f  t h e  a n a e r o b i c  m e t a b o l i s m  o f  y e a s t .  S p ie g e lm a n  (1 9 4 7 )  
r e p o r t e d  t h a t  a d a p t i v e  enzym e f o r m a t i o n  w as a f f e c t e d ,  an d  
R e i n e r  an d  S p ie g e lm a n  (1 9 4 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c a r b o h y d r a t e  
a s s i m i l a t i o n  w as a l s o  i n h i b i t e d .  T he l a t t e r  a u t h o r s  c o n ­
f i r m e d  t h e  f i n d i n g s  o f  W i n z l e r  (1 9 4 4 )  w h ic h  h a d  i n d i c a t e d  
t h a t  a n a e r o b i c  a s s i m i l a t i o n  o f  g l u c o s e  d i d  n o t  t a k e  p l a c e  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a z i d e ,  a s  i t  w as f o u n d  t h a t  t h e  t h e o r e t i c a l  
am oun t o f  c a r b o n  d i o x i d e ,  p r e d i c t e d  b y  t h e  G a y - L u s s a c  e q u a t i o n ,  
w as p r o d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 x  10"~% s o d iu m  a z i d e  
d u r i n g  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n .
I t  w as show n l a t e r ,  b y  T r e v e l y a n ,  Gamman, W i g g in s ,  
a n d  H a r r i s o n  (1 9 5 2 )  t h a t  a  c o n s i d e r a b l e  am o u n t o f  g l y c e r o l  
w as p r o d u c e d  d u r i n g  f e r m e n t a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a z i d e ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h i s  q u a n t i t y  o f  c a r b o n  
d i o x i d e  was d u e  t o  a  n e t  b r e a k d o w n  o f  s t o r e d  c a r b o h y d r a t e  
s u f f i c i e n t  t o  c o m p e n s a te  f o r  t h e  g l y c e r o l  p r o d u c t i o n .
The s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  1 x  10*“%  a z i d e  was 
c o n f i r m e d  b y  T a l e s  (1 9 5 3 )  b u t  t h e  d i s s i m i l a t i o n  o f  t h e
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c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e  n o t e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
2 . 5  x  1 0 “ %  by  T r e v e l y a n  ^  a l  (1 9 5 2 )  w as n o t  f o u n d  a t  c o n ­
c e n t r a t i o n s  o f  1 X  10"“% .
An a n a l y s i s  o f  t h e  a b i l i t y  o f  so d iu m  a z i d e  t o  
d i s s o c i a t e  a n a e r o b i c  g l y c o l y s i s  f ro m  c e l l u l a r  s y n t h e t i c  
a c t i v i t y ,  c a r r i e d  o u t  b y  S p i e g e l m a n ,  K am en, a n d  S u ssm a n  
( 1 9 4 8 ) ,  show ed t h a t  t h e r e  w as a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  c o n v e r s i o n  
o f  i n o r g a n i c  t o  o r g a n i c  p h o s p h a t e .  T h ey  s u g g e s t e d  t h a t  
" a z i d e  u n c o u p l e s  a n a e r o b i c  o x i d a t i o n  f ro m  s y n t h e s i s  by  m ean s  
o f  a  r e p l a c e m e n t  r e a c t i o n  b e t w e e n  a z i d e  a n d  t h e  a c y l  p h o s ­
p h a t e  o f  d i p h o s p h o g l y c e r a t e  w h i l e  t h e  l a t t e r  i s  co m b in ed  w i t h  
p h o s p h o r e s e " . T h i s  s u g g e s t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  o b s e r v a t i o n
t h a t  a z i d e  c o u l d  d e c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  f e r m e n t a t i o n  
t o w a r d s  i o d o a c e t a t o ,  i o d o a c e t a m i d e  a n d  j ^ - c h l o r o m e r o u r i b e n z o a t e ,  
a s  d i d  a r s e n a t e  u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s *  As a r s e n a t e  a c t s  
o n  t h e  t r i o s e  p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e s  s y s t e m  (W a rb u rg  a n d  
C h r i s t i a n ,  1 9 3 9 a )  i t  w as a s s u m e d  t h a t  t h e , a z i d e  e f f e c t  was 
e x e r t e d  a t  t h i s  p o i n t .  E x p e r i m e n t s  w i t h  i s o l a t e d  t r i o s e  
p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  d e s i g n e d  t o  show  t h a t  a z i d e  d i d  
co m b in e  w i t h  t h e  enzym e w e re  n e g a t i v e ,  h o w e v e r ,  s o  t h a t  a z i d e  
d o e s  n o t  r e p l a c e  p h o s p h a t e  i n  t h i s  r e a c t i o n .  T h e  a b o v e  
h y p o t h e s i s ,  p r o p o s e d  b e c a u s e  o f  a  c e r t a i n  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  
t h e  a z i d e  a n d  a r s e n a t e  e f f e c t s ,  a n d  a n  e l i m i n a t i o n  o f  so m e  
i M n e d i a t e  a l t e r n a t i v e s  b y  e x p e r i m e n t s  w i t h  i s o l a t e d  s y s t e m s ,  
w o u l d ’t h e r e f o r e  seem  t o  b e  u h p r o v e n .
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R e i n e r  (1 9 4 8 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i o n  o f  
a z i d e  d i f f e r s  f ro m  t h a t  o f  a r s e n a t e  an d  i s  u n l i k e l y  t o  h e  
d u e  s im p ly  t o  t h e  s u p p r e s s i o n  o f  h i g h - e n e r g y  p h o s p h a t e  b o n d  
g e n e r a t i o n .
The a c t i o n  o f  a z i d e  o n  l i v i n g  y e a s t  c a n  b e  
e x p l a i n e d  b y  o n e  o f  tw o m e c h a n is m s  a c c o r d i n g  t o  T r e v e l y a n  
je t  ^  ( 1 9 5 2 ) ,  who show ed t h a t  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n  b y  l i v i n g  
y e a s t  o c c u r s  w hen t h e  r a t i o  g l u c o s e : g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  
e x c e e d s  0 . 2 .  I n  t h e  f i r s t  p l a c e ,  t h e  e f f e c t  m ig h t  b e  d u e  
t o  a  c o m p e t i t i o n  b e tw e e n  a z i d e  a n d  p h o s p h a t e  f o r  t h e  p h o s -  
p h o r y l a s e - g l y c o g é n  c o m p le x ,  b y  a  m e ch an ism  s i m i l a r  t o  t h a t  
p r o p o s e d  f o r  t h e  a c t i o n  o f  a r s e n a t e  o n  t h e  p h o s p h o r y la s ©  o f  
P seu d o m o n a s  a à c d h a r o p h i l a  b y  D o u d o r o f f ,  B a r k e r ,  a n d  H a s s i d  
( 1 9 4 7 ) .  T he c o n s e q u e n t  l o w e r i n g  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  
c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  t h e n  r e d u c e  g ly c o g e n  f o r m a t i o n  i n  t h e  
c e l l *  No e v i d e n c e  w as p r e s e n t e d  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s .  On 
t h e  o t h e r  h a n d  a  r i s e  i n  t h e  o r t h o - p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  
c o u l d  e q u a l l y  c a u s e  a  d i m i n u t i o n  i n  g ly c o g e n  s y n t h e s i s ,  a n d  
e x p e r i m e n t s  w e re  d e s c r i b e d  t o  shov; t h a t  s u c h  a  r i s e  o c c u r s  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  so d iu m  a z i d e .  No p r o o f  o f  t h e  s o u r c e  
o f  t h i s ,  i n c r e a s e  i n  o r t h o p h o s p h a t e  was s u p p l i e d ,  a l t h o u g h  
i t  h a s  b e e n  show n t h a t  m e t a p h o s p h a t e  s y n t h e s i s  i n  y e a s t  i s  
i n h i b i t e d  b y  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a z i d e  w h ic h  do n o t  i n t e r f e r e  
w i t h  f e r m e n t a t i o n  (W iame, 1 9 4 9 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e
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o r t h o p h o s p h a t e ^  i s  fo rm e d  a t  t h e  e x p e n s e  o f  o r g a n i c  p h o s ­
p h a t e ,  w h ic h  w o u ld  a g r e e  i n  g e n e r a l  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  
S p ie g e lm a n  ^  ^  ( 1 9 4 8 ) .
R o t h s t e i n  a n d  B u rk e  (1 9 5 2 )  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  
t h e  a c t i o n  o f  a z i d e  i s  e x p l i c a b l e  on  t h e  b a s i s  o f  a c c e l e r a ­
t i o n  o f  d i s s i m i l a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s ,  h a v i n g  
o b s e r v e d  t h a t  t h e  n e g l i g i b l e  e n d o g e n o u s  f e r m e n t a t i o n  r a t e  o f  
s t a r v e d  c e l l s  w as g r e a t l y  a u g m e n te d  b y  a z i d e  o r  2 : 4 - d i n i t r o -  
p h e n o l .  An e q u i l i b r i u m  i s  known t o  e x i s t  b e tw e e n  g l u c o s e -
l - p h o s p h a t e ,  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  a n d  g l y c o g e n  i n  y e a s t  e x t r a c t s ,  
b u t  a s  some g l y c o g e n  i s  s t o r e d  i n  l i v i n g  y e a s t  c e l l s  some 
c o n t r o l l i n g  s y s t e m  i s  p o s t u l a t e d  w h ic h  p r e v e n t s  t h e  f e r m e n t a t i o n  
o f  g l y c o g e n .  A z id e  a n d  DNP, i t  was s u g g e s t e d ,  r e v e r s e d  
t h i s  " u n c o u p l i n g "  o f  g l y c o g e n  f ro m  t h e  f e r m e n t a t i o n  c y c l e ,  
an d  so  c a u s e d  a n  i n c r e a s e  o f  f e r m e n t a t i o n  r a t e .  No f u r t h e r  
e v i d e n c e  w as p r e s e n t e d  f o r  a n y  o f  t h e s e  p o s t u l a t e d  m e c h a n is m s ,  
an d  a s  T r e v e l y a n  _et e i  (1 9 5 2 )  h a v e  show n, by  d i r e c t  m e a s u r e ­
m e n t ,  t h a t  t h e r e  i s  no  i n c r e a s e  i n  t h e  e n d o g e n o u s  u t i l i s a t i o n  
o f  s t o r e d  c a r b o h y d r a t e ,  t h e  h y p o t h e s i s  w o u ld  seem  t o  r e q u i r e  
c o n f i r m a t i o n .
T a l e s  ( 1 9 5 3 ) ,  who r e p o r t e d  no  new e x p e r i m e n t a l  
r e s u l t s  o n  t h e  a z i d e  e f f e c t ,  c r i t i c i s e d  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  
R o t h s t e i n  a n d  B u rk e  ( 1 9 5 2 ) ,  a n d  o f  T r e v e l y a n  e t  a l  ( 1 9 5 2 ) ,  
a n d  s u g g e s t e d  t h a t  S p ie g e lm a n  e t  a l  (1 9 4 8 )  h a d  p r o v i d e d  t h e  
b e s t  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  p h en o m en o n , s h o u l d  i t  b e  l i m i t e d  t o
’ *r
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a  s i n g l e  s i t e .
T h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  
o f  t h e  v a r i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  d i s c u s s e d  h e r e  b u t  a s  d i f f e r e n t  
y e a s t  s t r a i n s ,  s u s p e n s i o n  f l u i d s  an d  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a ­
t i o n s  h a v e  b e e n  u s e d ,  t h e s e  d i f f e r e n c e s  a r e  t o  b e  e x p e c t e d ,  
b u t  m ay , o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i n d i c a t e  s e v e r a l  l o c i  o f  
a c t i o n .
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1 . 7 .  I n h i b i t i o n  b y  O r g a n i c  A c id s  an d  R e l a t e d  C om pounds.
V e ry  l i t t l e  i s  know n c o n c e r n i n g  t h e  m echanism , o f  
t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  t h e  s m a l l  n u m b er  o f  o r g a n i c  a c i d s  
an d  t h e i r  d e r i v a t i v e s  w h ic h  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d .
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1 . 7 . 1 .  O r g a n ic  a c i d s  a n d  a l d e h y d e s .
One o f  t h e  e a r l i e s t  r e c o r d s  o f  a c i d  i n h i b i t i o n  
o f  f e r m e n t a t i o n  i s  t h e  r e p o r t  o f  R o s e n b l a t t  a n d  R o z e n b a n d  
( 1 9 0 9 ) ^ who s t a t e d  t h a t  0 . 5 N - a o e t i c  a c i d ,  0 .1 7 N - b e n z o io  a c i d  
a n d  0 . 1 7 N - s a l i c y l i c  a c i d ,  c o u l d  a r r e s t  f o m e n t a t i o n .  Owen #
(1 9 3 8 )  h a s  s t a t e d  t h a t  t h e  f o r m i c ,  o x a l i c ,  b u t y r i c ,  a c e t i c ,  yy
an d  c i t r i c  a c i d s  fo rm e d  d u r i n g  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  b l a c k s t r a p  
m o l a s s e s ,  a l l  h a v e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s ,  b u t  g i v e s  no d e t a i l s  J
o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  e n c o u n t e r e d  o r  o f  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d ,  y 
Sod ium  a s e o r b a t e  h a s  no  e f f e c t  on  b e e r  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  -
a c c o r d i n g  t o  A r l o i n g ,  M o r e l ,  J o s s e r a u d ,  a n d  P e r r e t  (1 9 3 7 )  b u t  : |j
so d iu m  d e h y d r o - a s c o r b a t e  w as  show n t o  h a v e  a  w eak  i n h i b i t o r y
. - y
e f f e c t .  T he  F e C l g ,  F e C l g ,  a n d  f e r r o u s  c o m p le x e s  o f  d e h y d r o -  
a s c o r b i c  a c i d  w e re  s t r o n g  i n h i b i t o r s ,  w h i l e  t h e  f e r r i c  c o m p le x  
o f  d e h y d r o - a s c o r b i o  a c i d  h a d  v e r y  l i t t l e  i n h i b i t o r y  a c t i o n .  y
I n  a  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  s a l i c y l i c  a c i d  a n d  I;
d e r i v a t i v e s  o n  a p o z y m a s e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e ,  v o n  E u l e r  
a n d  A l l  S tro m  (1 9 4 3 )  showred t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  
so d iu m  s a l i c y l a t e  v a r i e d  w i t h  t h e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  
a n d  a l s o  w i t h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  co zy m ase  p r e s e n t .
: ; - i
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: % - ; #I t  w as d e m o n s t r a t e d  t h a t  s a l i c y l a l d é h y d e  p r o d u c e d  a  much
s t r o n g e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t ,  b u t  t h a t  a c e t y l  s a l i c y l i c  a c i d  y y
was o n l y  s l i g h t l y  i n h i b i t o r y .  S odium  s a l i c y l a t e  a l s o  i n h i b i t e d  SX'
l i v i n g  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  an d  c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y ,  a l t h o u g h
t o  a  much s m a l l e r  e x t e n t  t h a n  ap o z y m ase  a c t i v i t y .  G r e e n ,  X|X
N eedham , a n d  Dewan {1937) r e p o r t e d  t h a t  t h e  g l y c e r a l d e h y d e  -x
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  o f  v a r i o u s  a n im a l  t i s s u e s  i s  s t r o n g l y
i n h i b i t e d  b y  s a l i c y l a l d é h y d e ,  a l t h o u g h  s a l i c y l a l d é h y d e  i t s e l f
i s  m e t a b o l i s e d  by  t h i s  enzym e s y s t e m .
I t  w o u ld  a p p e a r  p o s s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  some
o f  t h e  a l d e h y d e s  w h ic h  d i s p l a y  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  do so  b y
c o m p e t in g  w i t h  a  n o r m a l  s u b s t r a t e  f o r  a n  a p p r o p r i a t e  enzym ei
s u r f a c e .  No e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  w h ic h  e x p l a i n s  t h e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  t h e  o r g a n i c  a c i d s .
1 . 7 . 2 .  O r g a n i c  H a lo g e n  A c i d s .
T he h a l o g e n a t e d  a c e t i c  a c i d s  h a v e  b e e n  r e c o g n i s e d  
f o r  a  l o n g  t i m e ,  m o n o o h l o r o a o e t i c  a c i d  b e i n g  d i s c o v e r e d  b y  
L e b l a n c  ( 1 8 4 4 ) ,  t h e  i o d o - ,  a n d  b ro m o -  d e r i v a t i v e s  b e i n g  
s y n t h e s i s e d  b y  P e r k i n  a n d  D uppa ( 1 8 5 8 ) ,  some y e a r s  l a t e r .
T he f i r s t  r e p o r t  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  h a l o g e n  
a c i d s  o n  f e r m e n t a t i o n  i s  t h a t  o f  R o s e n b l a t t  an d  R o z e n b a n d  
(1 9 0 9 )  d e s c r i b i n g  t h e  c o m p le t e  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n  b y  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  m o n o - ,  d i - , an d  t r i c h l o r o a c e t i c  
a c id s V  R a t h e r  l a t e r ,  L u n d s g a a r d  ( 1 9 3 0 a ,  1930b) r e p o r t e d
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t h a t  a l c o h o l i c  f e i m e n t a t i o i i  o f - . s u g a r  by  y e a s t  a n d  y e a s t  e x t r a c t s ,  
a n d  l a c t i c  a c i d  f e r m e n t a t i o n  b y  m u s c le  e x t r a c t s  w e re  i n h i b i t e d  
b y  done e n t r â t  i o n s  o f  m o n o io d o a o e t ic ,  a c i d  a s  lo w  a s  5 .0  x  lO^'dVI. 
T he  i n h i b i t i o n  w as f o u n d  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  f e r m e n t a t i o n  n o t  
a f f e c t i n g  r e s p i r a t i o n  o r  y e a s t  c e l l  g r o w t h .
C a y r o l  (1 9 3 1 )  t h e n  r e p o r t e d  t h a t  p r o p i o n i c  a n d  
h i g h e r  f a t t y  a c i d s ,  o r  t h e  c h l o r o - d e r i v a t i v e s  o f  t h e s e  a c i d s ,  
w e re  much l e s s  a c t i v e  t h a n  b r o m o a c e t i c  an d  i o d o a c e t i c  a c i d s .
I n  a  m o re  c o m p le t e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  
a c i d s ,  L u n d s g a a r d  (1 9 3 2 )  a l s o  f o u n d  t h a t  m o n o b ro m o a c e t ic  
a c i d  h a d  t h e  same e f f e c t  a s  t h e  i o d o - d e r i v a t i v e ,  b u t  t h a t  
c h l o r o a c e t i o  a c i d ,  b r o m o p r o p i o n i e  a c i d  a n d  h i g h e r  h o m o lo g u é s  
w e re  l e s s  a c t i v e .
D ur;ing t h e  n e x t  y e a r ,  a s  a  r e s u l t  o f  e x p e r i m e n t s  
w i t h  many d i f f e r e n t  co m p o u n d s .  C a y r o l  (1 9 3 3 )  f o r m u l a t e d  
e m p i r i c a l  r u l e s  w h ic h  g o v e r n  t h e  e f f e c t s  p r o d u c e d  b y  t h e s e  
a c i d s .  I t  w as f o u n d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  f u n c t i o n  d e p e n d s  
on  t h e  g r o u p  CHgXCOOR w hen  X. i s  B r  o r  I ,  i n  a n  a c i d  m edium  
b e lo w  pH 5 ,  a  s i m i l a r  e f f e c t  b e i u g  p r o d u c e d  by  i o d o -  an d  
b ro m o -  s u b s t i t u t e d  a c i d s  o r  t h e  s u b s t i t u t e d  e s t e r s  o f  t h e s e  
a c i d s .  I n h i b i t i o n  i s  p r o d u c e d 'b y  t h e  e s t e r s  w hen t h e  a l c o h o l  
r a d i c a l  h a s  f ro m  o n e  t o  e i g h t  c a r b o n  a t o m s ,  an d  i s  a n  
a l i p h a t i c  a l c o h o l ,  a  c y c l i c  a l c o h o l  o r  a  p o l y a l o o h o l ^ b u t  
t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i s ,  r e d u c e d  i n  d i r e c t  p r o p o r t i o n  t o  t h e  
s i z e  o f  t h e  a l i p h a t i c  h y d r o c a r b o n  s u b s t i t u e n t .
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. ,  - . #TSome k n o w le d g e  o f  t h e  m e c h a n ism  o f  t h e  i n h i b i t o r y  
e f f e c t s  o f  t h e  h a l o g e n a t e d  a c i d s  was o b t a i n e d  w hen D ic k e n s  :x:fc
(1 9 3 3 )  show ed  t h a t  i o d o a c e t i c  a c i d  r e a c t e d  s t o i c h o i m e t r i o a l l y  
w i t h  s u l p h y d r y l  com pounds s u c h  a s  g l u t a t h i o n e  o r  c y s t e i n e ,  
an d  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  a c t i o n  p r o v i d e d  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  
t h e  i n h i b i t i o n  o f  g l y o x a l a s e  b y  t h e s e  a c i d s .  I n d e p e n d e n t l y ,  
R a p k ih e  ( 1 9 3 3 )  ^ r e a c h e d  t h e s e  same c o n c l u s i o n s ,  sh o w in g  
t h a t  i o d o a c e t a t e  r e a c t e d  w i t h  -SH g r o u p s  b u t  n o t  - 88-  g r o u p s  ;#
i n  egg a l b u m i n .  T he  l o c u s  o f  a c t i o n  o f  i o d o a c e t i c  a c i d  
o n  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  w as c o n s i d e r e d  t o  b e  t r i o s e p h o s p h a t e  
d e h y d r o g e n a s e  by  G reen ,-  Needham., an d  Dewan (1 9 3 7 )  an d  b y
. i'-
R a p k in e  (1 9 3 8 )  , who show ed  t h a t  t h e  enzym e w as o n e  r e q u i r i n g  I;
:X;-SH g r o u p s  f o r  c o m p le t e  a c t i v i t y ,  b e i n g  i n h i b i t e d  by  i o d o a c e t i c
i
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a c i d  an d  i o d o a c e t a m i d e .  I t  w as shown b y  D ix o n  (19^3.7) h o w e v e r ,  
t h a t  a l t h o u g h  many d e h y d r o g e n a s e s  w e re  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  
b y  1 X 10“ %  i o d o a c e t a t e , o f  t h e  tw e l v e  d e h y d r o g e n a s e s  
s t u d i e d ( b e i n g  o b t a i n e d  f ro m  y e a s t ,  m i l k ,  m u s c le  an d  l i v e r  ) 
t h e  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  o f  y e a s t  w as t h e  m o s t  s e n s i t i v e ,  
b e i n g  : i n h i b i t e d  b y  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i o d o a c e t a t e  a s  lo w  a s  ;^|
3 X 10*-% . 4'
M o st m e t a b o l i c  s t u d i e s  u s i n g  t h e  h a l o g e n a t e d  
o r g a n i c  a c i d s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  p u t  u s i n g  i o d o a c e t i c  a c i d  
r a t h e r  t h a n  b r o m o a o e t i c  a c i d ,  a s  t h e  l a t t e r  i s  a  d e l i q u e s c e n t  
s u b s t a n c e ,  d i f f i c u l t  t o  h a n d l e .  I o d o a c e t a m i d e  i s  a l s o  w i d e l y  v
u s e d ,  a l t h o u g h  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i s  n o t  a s  g r e a t  a s  t h a t  J
o f  t h e  a c i d .
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S m ythe  (1 9 3 6 )  show ed  t h a t  i o d o a c e t a m i d e  w as r e q u i r e d  
i n  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n ,  t h a n  i o d o a c e t i c  a c i d  f o r  t h e  c o m p a r a b le  
i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n  b y  w h o le  y e a s t  c e l l s  a n d  y e a s t  
e x t r a c t s .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  i n c i d e n t a l l y , t h a t  t h e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t  i s  n o t  c a u s e d  by  p e r m e a b i l i t y  c h a n g e s  a t  
t h e  c e l l  s u r f a c e .
Many i n v e s t i g a t o r s  h a v e  n o t e d  t h a t  t h e  d e g r e e  
o f  i n h i b i t i o n  o f  w h o le  c e l l  f e r m e n t a t i o n  by  i o d o a c e t a t e  i s  
d e p e n d e n t  on  pH. E h r e n f e s t  (1 9 3 2 )  r e p o r t e d  t h a t  f e r m e n t a t i o n  
i s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  3 .6  x  1 0 “ %  i o d o a c e t a t e  a t  pH 4 . 6 ,  
b u t  t h e  i n h i b i t i o n  d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s e  o f  pH , u n t i l  a t  
pH 7 . 0  t h e  i n h i b i t o r  p r o d u c e s  no  e f f e c t .  C a y r o l  (1 9 3 3 )  
n o t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y ~  e f f e c t  o f  i o d o a c e t a t e  w as maximum- 
a t  pH 4 .0  f a l l i n g  t o  z e r o  a t  pH 6 . 5 .  I n  a  m o re  c o m p le t e  
s t u d y  o f  t h i s  p h e n o m e n o n , A ld o u s  (19:48) show ed t h a t  t h e  
i r r e v e r s i b l e  t o x i c  e f f e c t  p r o d u c e d  by  i o d o a c e t a t e  b e lo w  pH 
5 .0  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  am oun t o f  u n d i s s o c i a t e d  
a c i d  p r e s e n t *  I t  w as  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a b o v e  pH 5 .0  t h e  
i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  c o u l d  b e  r e v e r s e d ,  c o n f i r m i n g  t h e  f i n d i n g  
o f  K i n s e y  an d  G r a n t  ( 1 9 4 7 ) ,  who r e p o r t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  
p r o d u c e d  b y  i o d o a c e t a t e  w as c o m p l e t e l y  r e v e r s e d  i n  20 h o u r s  
b y  r e - s u s p e n d in g  t h e  i n h i b i t e d  c e l l s  i n  f r e s h  s u s p e n s i o n  
m edium  a t  pH 5 . 5 .
Two o t h e r  h a l o g e n a t e d  o r g a n i c  a c i d s ,  u - c h l o r o -  
m e r c u r i b e n z o i c  a c i d  a n d  o - i o d o s o b e n z o i c  a c i d ,  w e r e  i n t r o ­
d u c e d  a s ,  -SH i n h i b i t o r s  by . H e l l e r m a u ,  C h i n a r d , a n d  R a m s d e l l  .
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(1 9 4 1 )^  an d  H ave b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  t h i s  r o l e .  B o th   ^
p r o d u c e  a  r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n .
I t  i s  p e r t i n e n t  a t  t h i s  p o i n t  t o  c o n s i d e r  t h e  
w o rk  of, B a r r o n  a n d  S i n g e r  (1 9 4 5 )  o n  s u l p h y d r y l  r e a g e n t s .
T h e s e  a u t h o r s  p o i n t  o u t  t h e  d a n g e r  o f  u s i n g  s i n g l e  r e a g e n t s  
i n  a t t e m p t s  t o  i d e n t i f y  -SH r e q u i r i n g  en z y m e s ,  a s  t h e s e  
g r o u p s  show d i f f e r e n t  d e g r e e s  o f  a f f i n i t y  f o r  o x i d i s i n g  
a g e n t s ,  : : a l k y l a t i n g  a g e n t s ,  a n d  m e r o a p t i d e - f o r m i n g  com pounds 
B a r r o n  a n d  S i n g e r  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  -SE  r e q u i r e m e n t  
f o r  enzyme a c t i v i t y  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  i o d o ­
a c e t a m i d e ,  j q - o h l o r o m e r c u r i b e n z o a t e ,  an d  t r i v a l e n t  a r s e n i c a l e .  
As t h e  l a s t  tw o c o m b in e  r e v e r s i b l y ,  c y s t e i n e  a n d  g l u t a t h i o n e  
c a n  b e  u s e d  t o  r e a c t i v a t e  t h e  i n h i b i t e d  enzym e. M u c h .o f  
t h e \  e a r l i e r  w ork  on  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e - S E  r e q u i r e m e n t  
o f  enzym es was c a r r i e d  o u t  u s i n g  o n l y  o n e  i n h i b i t o r ,  so  
t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some g l y c o l y t i c  enzym es o t h e r  t h a n  
t h o s e  w h ic h  h a v e  b e e n  t e s t e d  h a v e  a  s u l p h y d r y l  r e q u i r e m e n t  
w h ic h  h a s  n o t  b e e n  d e m o n s t r a t e d .
T he i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  h a l o g e n - s u b s t i t u t e d  
a c i d s  an d  t h e i r  d e r i v a t i v e s  o n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  
b y  l i v i n g  y e a s t  may o c c u r /  t h e r e f o r e ,  a t  m any m e t a b o l i c  
l e v e l s .  T he i n v e s t i g a t i o n s  o f  D ix o n  (1 9 4 0 )  h o w e v e r ,m a k e  
i t  v e r y  p r o b a b l e  t h a t  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  i s  t h e  m a in  
s i t e  o f  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d .
-  V 3 4 ';  -  V--/ ' '  ^ . ' /
1 . 8 .  I n h i b i t i o n  b y  O t h e r  Q rg a ia io  Gom pounds.
V a r i o u s  o t h e r  i n h i b i t o r s  o f  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  
h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a l t h o u g h  v e r y  l i t t l e  i s  known c o n c e r n i n g  
t h e  m e c h a n ism  o f  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t s .
I n  a n  e a r l y  s t u d y  o n  t h e  e f f e c t s  o f  n a r c o t i c s  on  
l i v i n g  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  D o r n e r  (1 9 1 2 )  show ed t h a t  e t h y l - ,  
p r o p y l - ,  i s o b u t y l - , a n d  p h e n y l - u r e t h a n e  w e re  a l l  i n h i b i t o r y ,  
a s  w e re  p h e n y l  u r e a ,  v a l e r o n i t r i l e , m e th y l  p h e n y l  k e t o n e  a n d  
am yl a l c o h o l *  A m o re  r e c e n t  i n v e s t i g a t i o n  b y  S e g a l ,  (1 9 3 8 )  
h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  h i g h e r  
a l c o h o l s  on  t h e  a l c o h o l i c  d e g r a d a t i o n  o f  s u g a r ,  i n c r e a s e s  
w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n  a n  h o m o lo g o u s  s e r i e s .
W arb u rg  (1 9 1 4 )  s t a t e d  t h a t  p h e n y l u r e t h a n e , n - o o t y l  
a n d  c a p r y l  a l c o h o l s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  r e s p i r a t i o n ,  a s s i m i l a ­
t i o n  an d  f e r m e n t a t i o n  i n  l i v i n g  c e l l s  b u t  d i d  n o t  i n h i b i t  
f e r m e n t a t i o n  i n  e x t r a c t s .  He s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  
w as d u e  t o  t h e  a d s o r p t i o n  o f  enzym es a t  t h e  i n t e r f h o e s  o f  
t h e  l i v i n g  c e l l .  T he  n a r c o t i c  c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  b e  m uch 
h i g h e r  a t  t h e s e  a r e a s  t h a n  i n  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  c e l l .
M e y e r h o f  an d  W i l s o n  (1 9 4 8 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b r a i n  a p y ra s .e  
w as n o t  i n h i b i t e d  b y  n a r c o t i c s ,  a l t h o u g h  i t  was shown t o  
b e  a d s o r b e d  o n to  t h e  c e l l  s t r u c t u r e  i n  b r a i n  e x t r a c t s .  On 
t h e  o t h e r  h a n d ,  h e x o k i n a s e  wan i n h i b i t e d  b y  n a r c o t i c  s u b s t a n c e s ,  /  
a l t h o u g h  i n  s o l u t i o n  i n  t h e s e  e x t r a c t s .  I t  w o u ld  a p p e a r ,
t h e r e f o r e ,  t h a t  W a rb u r g ’ s h y p o t h e s i s  i s  n o t  a  g e n e r a l  o n e .
. ' ■■ '  : '  ' . ■ '  ■
M ore r e c e n t l y  S o h a o t e r  (1 9 5 3 )  h a s  s t a t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  
-e f f e c t s  o f  « • c ' - d i e t h y l - 4 : 4 - s t i l b e n e d i o l  o n  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n
/a r e  d u e  t o  an; a d s o r p t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  o n  t h e  y e a s t  c e l l  #
s u r f a c e ,  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  s u g a r  a s s i m i l a t i o n *  y /
Some i s o l a t e d  enzym e s y s t e m s  c a n  b e  i n h i b i t e d  /■ • .:/•
b y  o r g a n i c  s u b s t a n c e s  w h ic h  e f f e c t i v e l y  rem ove  a  n e c e s s a r y  . ijy:' . %
m e t a l  o p -en zy m e b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  m e t a l - c o m p l e x e s .
Z u c k e r k a n d l ,  F l e i s c h m a n n ,  an d  D r u c k e r  (1 9 3 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t
fV  •oc o c ' - p h e n a n t l^ b l in e  i n h i b i t s  g l y c o l y s i s  i n  a n i m a l  t i s s u e s  
a n d  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n  i n  y e a s t  e x t r a c t s , b y  c o m b in in g  
w i t h  Fe***’^  a d d e d  a s  a n  a c t i v a t o r .  M eyrerhof (1 9 5 1 )  h a s  a l s o  
r e p o r t e d  t h a t  c y s t e i n e , pç. « L ^ -d ip y r id y l  an d  ok o C - p h e n a n t h r o l i n e  
w i l l  i n h i b i t  y e a s t  a l d o l a s e  b y  c o m b in in g  w i t h  t h e  Z n , Fe"*"^, 
o r  Go n e c e s s a r y  f o r  i t s  a c t i o n .  T h e r e  i s  no  r e p o r t  o f  a n y  
i n h i b i t o r y  a c t i o n  o f  t h e s e  s u b s t a n c e s  on  w h o le  c e l l  
f e r m e n t a t i o n .
A-
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1 . 9 .  I n h i b i t i o n  b y  S u b s t r a t e  A n a l o g u e s .
S e v e r a l  i n h i b i t o r s  o f  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n  h a v e  
b e e n  d e s c r i b e d  w h ic h  seem  t o  e x e r t  t h e i r  e f f e c t  b y  c o m p e t in g  
w i t h  t h e  n o rm a l  s u b s t r a t e s  o f  g l y c o l y t i c  e n z y m e s .
1 . 9 . 1 .  L - G l y c e r a l d e h y d e .
T he  i n h i b i t i o n  o f  a n a e r o b i c  g l u c o s e  b re a k d o w n  i n  
r a t  s a r c o m a  b y  D - L - g l y c e r a l d e h y d e  was d i s c o v e r e d  b y  M e n d e l  
(1 9 2 9 )  a n d  l a t e r  M e n d e l ,  B a u c h ,  an d  S t r e l i t z  (1 9 5 1 )  f o u n d  
t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  w as  r e d u c e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  s m a l l  
a m o u n ts  o f  p y r u v a t e .  T he  i n h i b i t o r y  e f f e c t  w as c o n f i r m e d  
b y  A s h f o r d  (1 9 3 4 )  a n d  H o lm e s  (1 9 3 4 )  u s i n g  b r a i n  t i s s u e ,  an d  
Needham, a n d  N o w in s k i  (1 9 3 7 )  u s i n g  c h i c k  e m b ry o s .
A d l e r ,  G a l v e t ,  a n d  G u n th e r  (1 9 3 7 )  show ed  t h a t  D -L -  
g l y c e r a l d e h y d e  a l s o  i n h i b i t e d  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  
b y  w a s h e d ,  d r i e d  y e a s t ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  g l y c o l y s i s  o f  
b r a i n  e x t r a c t s ,  b u t  t h a t  h e x o s e  d i p h o s p h a t e  b re a k d o w n  w as 
n o t  a f f e c t e d .  T he i n h i b i t i o n  o f  d r i e d  y e a s t  f e r m e n t a t i o n
w as o o n f i r m e d  by  B o y la n d  a n d  B o y la n d  (1 9 3 8 )  who r e p o r t e d
. ' '
t h a t  t h e  g l y c o l y s i s  o f  s t a r c h  a n d  g l y c o g e n  i n  m u s c l e  e x t r a c t s "V;
w as a l s o  i n h i b i t e d  b y  D - L - g l y c e r a l d e h y d e .  T he g l y c o l y s i s
o f  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te  a n d  h e x o s e  d i p h o s p h a t e  b y  m u s c le
e x t r a c t s  w as n o t  a f f e c t e d .
T h e - L - i s o m e r  o f  g l y c e r a l d e h y d e  w as f i n a l l y  shown 
( b y  Needham  an d  L ehm ann , 1 9 5 7 ;  a n d  b y  M e n d e l ,  S t r e l i t z ,  a n d
M u n d e l l ,  1 9 5 8 ) ,  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t .
B a k e r  (1 9 5 8 )  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h e  s p e c i f i c  n a t u r e  o f  t h e
T' ■’ V-::€‘r
i n h i b i t o r y  e f f e c t  by \ sh o w in g  t h a t  g l y c o l a l d é h y d e ,  p r o p a l d e h y d e ,  
b u t  a l d e h y d e ,  a n d  b e n z a l d e h y d e  w e re  n o t  i n h i b i t o r y  to w a r d s  
tu m o u r  g l y c o l y s i s .  D ih y d ro x y  a c e t o n e  was a l s o  f o u n d  t o  b e  
w i t h o u t  e f f e c t .  T h e  i n h i b i t i o n  o f  g l y c o g e n  b re a k d o w n  i n  h,
m u s c le  e x t r a c t s  r e p o r t e d  b y  B o y la n d  an d  B o y la n d  ( 1 9 3 8 ) ,  w as 
e x p l a i n e d  b y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  Lehm ann a n d  Needham / /
(1 9 3 8 )  , who fo u n d  t h a t  t h e  d i m e r i c  fo rm  o f  g l y c e r a l d e h y d e  I/"'
p r e s e n t  i n  f r e s h l y  p r e p a r e d  s o l u t i o n s ,  i n h i b i t e d  p h o s p h o r y l a s e .  ' : #  
T h ey  w e r e  u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  i n h i b i t i o n  o f  m u s c le  
g l y c o l y s i s  b y  L - g l y c e r a l d e h y d e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d  
y e a s t  h e x o k i n a s e .  S u l lm a n  (1 9 3 8 )  , on  t h e  o t h e r  h a n d ,  f o u n d  
t h a t  t h e  g l y c o l y s i s  o f  b o t h  g l y c o g e n  an d  g l u c o s e  w as i n h i b i t e d  ‘ 
b y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l y c e r a l d e h y d e ,  e v e n  a f t e r  a d d i t i o n  ■ %
o f  h e x o k i n a s e .
T h e s e  a n o m a lo u s  r e s u l t s  l e d  S t i d k l a n d  (1 9 4 1 )  t o  
r e - i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  a d d e d  y e a s t  h e x o k i n a s e  on  
g l y c e r a l d e h y d e  " ^ i n h i b i t e d  m u s c le  g l y c o l y s i s .  He f o u n d  t h a t  
a  s m a l l  e x c e s s  o f  h e x o k i n a s e ,  a b o v e  t h a t  r e q u i r e d  t o  p e r m i t  
r a p i d  u t i l i s a t i o n  o f  g l u c o s e  b y  m u s c le  e x t r a c t ,  wcas. v e r y  
e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  t h i s  i n h i b i t i o n  o f  g l y c o l y s i s ^ a n d  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a n o m a lo u s  r e s u l t s  o b t a i n e d  e a r l i e r  w e re  
d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a m o u n ts  o f  h e x o k i n a s e  u s e d  b y  
d i f f e r e n t  i n v e s t i g a t o r s .  S t i c k l a n d  a l s o  c o n f i r m e d  t h a t  
t h e  a d d i t i o n  o f  p y r u v a t e  c o u l d  r e v e r s e  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  
b y  L - g l y c e r a l d e h y d e .
A lth o u g h  t h e s e  r e s u l t s  p o i n t  t o  h e x o k i n a s e  a s  
t h e  s i t e  o f  a c t i o n  o f  L - g l y o e r a l d e h y d e , , A d l e r ,  C a l v e t ,  an d  
G u n th e r  (1 9 3 7 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  compound d i d  n o t  i n h i b i t  
y e a s t  h e x o k i n a s e ,  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  M e y e rh o f  ( 1 9 2 7 ) .
M ore  r e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  R u d n ey  (1 9 4 9 )  h a s  s t a t e d  t h a t  L -  
g l y c e r a l d e h y d e  i n h i b i t s  t h e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  b e e f  b r a i n ,  
r a t  tu m o u r ,  r a t  s k e l e t a l  m u s c l e | a n d  t o  a  s m a l l e r  e x t e n t ,
s
i n h i b i t s  y e a s t  h e x o k i n a s e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  
o f  M e y e rh o f  ( 1 9 2 7 ) .  P y r u v a t e  d i d  n o t  r e v e r s e  t h e  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o f  L - g l y c e r a l d e h y d e  o n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  b u t  d i d  
a b o l i s h  t h e  i n h i b i t i o n  o f  r a t  tu m o u r  g l y c o l y s i s .
The m e c h a n ism  o f  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  was 
e l u c i d a t e d ,  t o  some e x t e n t ,  by  L a r d y ,  W i e b e l h a u s ,  an d  Mann 
( 1 9 5 0 ) .  T h ey  show ed  t h a t ^ a  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te ^ fo rm e d  
w hen L - g l y c e r a l d e h y d e  w as i n c u b a t e d  w i t h  a l d o l a s e  a n d  h e x o s e  
d i p h o s p h a t e , i n h i b i t e d  t h e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  a  d i a l y s e d ,  
l y o p h i l i s e d  b r a i n  e x t r a c t .  L - s o r b o s e - l - p h o s p h a t e ^ p r e p a r e d  
s y n t h e t i c a l l y ,  p r o d u c e d  i d e n t i c a l  i n h i b i t o r y  e f f e c t s .  As 
n e i t h e r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  t o  f r u c t o s e - 6-  
p h o s p h a t e ,  n o r  g l u C o s e - 6- p h o s p h a t e  t o  f r u c t o s e - l : 6-  
d i p h o s p h a t e  w as i n h i b i t e d  b y  L - s o r b o s e - 1 - p h o s p h a t e ,  i t  w as 
c o n c lu d e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  w as s p e c i f i c  f o r  h e x o k i n a s e .
T h e s e  r e s u l t s  may e x p l a i n  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  
b y  L - g l y c e r a l d e h y d e  o n  g l y c o l y s i s  b y  v a r i o u s  t i s s u e  e x t r a c t s ,  
b u t , a s  L a r d y  ^  ^  (1 9 5 0 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  D - L - g l y c e r a l d e h y d e
-  .. s i .  -  . ' -
a n d  s o r b o s e - l - p h o s p h a t e  a r e  w rlthoU t e f f e c t  o n  p a r t i a l l y
p u r i f i e d  y e a s t  h e x o k i n a s e ,  some d i f f e r e n c e  b e tw e e n  y e a s t
a n d  a n i m a l  h e x o k i n a s e s  m u s t  b e  p o s t u l a t e d ,  o r  some enzym e( s )  ' ■
o t h e r  t h a n  h e x o k i n a s e  m u s t  b e  i n h i b i t e d .  T h i s  v ie w  i s  r /  /
o o n f i r m e d  b y  t h e  w o rk  o f  S o l s  a n d  .C ra n e  (1 9 5 3 ) ,  who h a v e
r e c e n t l y  r e p o r t e d '  t h a t  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  r a t  b r a i n  h e x o k i n a s e
i s  i n h i b i t e d  by  s o r b o s e - 1- p h o s p h a t e .
T he i n h i b i t i o n  o f  tu m o u r  a n d  mus c l  é g l y c o l y s i s  ::
b y  L - g l y c e r a l d e h y d e  p r o b a b l y  o c c u r s  t h r o u g h  a  s i m i l a r  m e ch a n ism  .v ;  
b u t  t h e  r e p o r t e d  i n h i b i t i o n  o f  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  may n o t  
b e  p r o d u c e d  i n  t h i s  m a n n e r .  No e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  
t o  show  how p y r u v a t e  c a n  r e v e r s e  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t i s s u e  
e x t r a c t  g l y c o l y s i s ,  b u t  L a r d y  e t  a l  h a v e  s u g g e s t e d . t h a t  b y
m a i n t a i n i n g  DPN. i n  a n  o x i d i s e d  f o rm ,  p y r u v a t e  may a l lo v f
. '  .D - g l y c e r a l d e h y d e  t o  c o m p e te  m o re  e f f e c t i v e l y  w i t h  t h e  'L - i s o m e r
f o r  a l d o l a s e .  , ' / ■ !
1 . 9 . 2 .  Q so n e s  ^
D - g l u c o s o n e ,  t h e  o n l y  o s o n e  so  f a r  known t o  e x e r t  , 
a n y  s i g n i f i c a n t  b i o l o g i c a l  e f f e c t s ,  w as f i r s t  i s o l a t e d  b y  • r^v:
F i s c h e r  ( 1 8 8 8 ) ,  who r e p o r t e d  t h a t  i t  w as n o t  f e r m e n t e d  b y  
b r e w e r s ’ y e a s t .  R e g a r d in g  g l u e o s o n e  a s  a  s u b s t i t u t e d  g l y o x a l ,  
L e v e n e  an d  M e y er  (1 9 1 5 )  a t t e m p t e d  t o  o x i d i s e  t h e  s u g a r  w i t h  
k i d n e y  t i s s u e  h a v i n g  g l y o x y l a s e  a c t i v i t y ,  b u t  w e re  u n a b l e  
t o  d e t e c t  a n y  c h e m i c a l  c h a n g e  i n  t h e  o s o n e  a f t e r  t h i s  t r e a t m e n t .  _
" — • .. 40 -  ' ' -  ' ■ ' - -
A s i m i l a r  i n v e s t i g a t i o n  w as c a r r i e d  o u t  b y  E f e n d i  an d  R y zh o v a
(1 9 3 9 ) ;  w;ho i n c u b a t e d  g l u o p s o n e  w i t h  r a b b i t  l i v e r  t i s s u e  a t  
pH 6 . 0 .  T h ey  r e p o r t e d  t h a t  t h e  o s o n e  w as s l o w l y  c o n v e r t e d  
i n t o  g l u c o n i c  an d  m a n n o n ie  a c i d s ,  b u t  a s  t h e  a c i d s  w e re  
i d e n t i f i e d  o n l y  b y  t h e  c r y s t a l l i n e  fo rm  o f  t h e  p h e n y l  h y d r a z o n e  
p r e p a r e d  f ro m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  l i t t l e  c r e d e n c e  c a n  b e  
p l a c e d  on  t h i s  f i n d i n g . T he  r e a c t i o n  w as fo u n d  t o  b e  much 
s l o w e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  c a r r i e d  o u t  w i t h  m e th y l  g l y o x a l ,  a n d  
w as a c c e l e r a t e d  b y  t h é  a d d i t i o n  o f  g l u t a t h i o n e .  A n t o n i a n i  
(1 9 3 5 )  r e p o r t e d  t h a t  g l u c o s o n e  was n o t  a t t a c k e d  by  enzym es 
p r e s e n t  i n  g e r m i n a t i n g  s e e d s ,  e i t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  t h e  
a b s e n c e  o f  g l u t a t h i o n e .
The f i r s t  i n d i c a t i o n  t h a t  g l u c o s o n e  m ig h t  h a v e  
some r o l e  i n  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m  w as t h e  r e p o r t  b y  
T h a n n h a u s e r  an d  J e n k e  (1 9 2 6 )  t h a t  d i a b e t i c s  w e re  a b l e  t o  
u t i l i s e  t h i s  s u b s t a n c e .  T h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
i n a b i l i t y  t o  fo rm  g l u c o s o n e ,  a  p re s u m e d  i n t e r m e d i a t e  i n  
g l y c o l y s i s ,  r e s u l t e d  i n  t h e  c o n d i t i o n  o f  d i a b e t e s  m e l l i t u s .
Hynd (1 9 2 7 a )  d e m o n s t r a t e d ,  i n  t h e  n e x t  y e a r ,  t h a t  
c e r t a i n  t o x i c  e f f e c t s  w e r e  p r o d u c e d  b y  g l u c o s o n e .  He 
r e p o r t e d  t h a t  t h e  i n j e c t i o n  o f  g lu c o s o n e  i n t o  n o r m a l  m ic e ,  
p r o d u c e d  a n  e f f e c t  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  p r o d u c e d  by  i n s u l i n  
i n j e c t i o n s ,  a l t h o u g h  m a l t o s o n e ,  an d  l a b t o s o n e ,  e v o k e d  no 
r e s p o n s e .  , The p r o d u c t s  o f  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  m a l t o s o n e  
an d  l a c t o s p n e  p r o d u c e d  e f f e c t s  i d e n t i c a l  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d
w i t h  g l u c o s o n e .  Hyiid o o n o lu d e d  t h a t  t h e  o b s e r v e d  e f f e c t s  
w e re  n o t  c a u s e d  b y  a n y  t o x i c  i m p u r i t i e s .
I n  a  l a t e r  r e p o r t  Hynd (I9? .7b )  show ed t h a t ,  i n  
r a t s  an d  m i c e ,  D - g lu o o s o n e  e x e r t e d  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t  a g a i n s t  
a  s u b s e q u e n t  i n j e c t i o n  o f  p o t a s s i u m  o r  m e th y l  c y a n i d e s j o r  
i n h a l a t i o n  o f  g a s e o u s  h y d r o g e n  c y a n i d e .  H e r r i n g  an d  Hynd 
(1 9 2 8 )  c o n f i r m e d  t h e  e a r l i e r  e f f e c t s  p r o d u c e d  i n  m ic e ,  u s i n g  
r a b b i t s ,  g u i n e a  p i g s . a n d  o a t s , a n d  show ed t h a t  t h e  m e th o d  o f  
a d m i n i s t r a t i o n  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  sym ptom s.
The t o x i c  e f f e c t s  p r o d u c e d  b y  t h e  d i m e r i c  fo rm  o f  
h y d r o x y  m e t h y l  g l y o x a l  i n  m ic e  a n d  r a b b i t s ,  w e re  r e p o r t e d  
b y  K erm aok , L a m b ie ,  a n d  S l a t e r  (1 9 2 9 )  t o  b e  s i m i l a r  t o  t h o s e  
o b t a i n e d  by  i n j e c t i o n  w i t h  g l u c o s o n e .  I t  w as r e p o r t e d  by 
Sakum a (1 9 3 1 )  t h a t  l i i e th y l  . g l y o x a l . w as t h r e e  t i m e s  m ore  t o x i c  , 
t h a n  g l u c o s o n e  w hen i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  i n t o  m ic e .
The sym ptom s p r o d u c e d  b y  t h e  i n j e c t i o n  o f  g l u c o s o n e  d i f f e r e d  
f ro m  th o s e  d e s c r i b e d  by  Hynd ( 1 9 2 7 a ) ,  an d  v /e re  s i m i l a r  t o  
t h o s e  p r o d u c e d  by i n j e c t i o n  o f  p h e n y l  g l y o x a l ,  m e th y l  g l y o x a l ,  
h y d r o x y  m e t h y l  g l y o x a l  o r  g l y o x a l .
The r o l e  o f  g l u c o s o n e  a s  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  c a r b o ­
h y d r a t e  m e t a b o l i s m ,  p r o p o s e d  b y  T h a n n h a u s e r  a n d  J e n k e  (1 9 2 6 ) ,  
a n d  Hynd ( 1 9 2 7 a ) ,  w as r e f u t e d  b y  D ix o n  an d  H a r r i s o n  ( 1 9 3 2 ) ,  
who r e p o r t e d  t h a t  no g lu c o s o n e .  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  
b lo o d  o f  r a b b i t s  i n  h y p o g ly o a e m ic .  c o n v u l s i o n s  f o l l o w i n g
-  4 2  -
a d m i n i s t r a t i o n  o f  i n s u l i n ,  o r  d e t e c t e d  a f t e r  i n c u b a t i n g  
f r u c t o s e  W ith  l i v e r  t i s s u e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n s u l i n .
B e r k e l e y  (1 9 3 3 )  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  show ed  t h a t  
a n  o x i d a s e  p r e p a r a t i o n  f ro m  t h e  s t y l e  o f  a  m o l l u s c ,
S a x id o m u s  g i g a n t e u s ,  c o u l d  p r o d u c e  g l u c o s o n e  u s i n g  g l u c o s e  
a s  a  s u b s t r a t e .  , T h e  f o r m a t i o n  o f  g l u c o s o n e  w as a l s o  o b s e r v e d  
w hen c e r t a i n  p l a s m o l y s e d  m o u ld s ,  a c t e d  u p o n  s o l u b l e  s t a r c h ,  
m a l t o s e ,  s u c r o s e  o r  g l u c o s e  (B o n d , K n i g h t ,  a n d  W a lk e r ,  1 9 3 7 ) .  
T he  m e th o d  o f  i d e n t i f i c a t i o n  o f  g l u c o s o n e  a s  a  2 : 4 - d i h i t r o ~  
p h e n y l o s a z o n e  i s  h o w e v e r ,  n o t  s p e c i f i c  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .
I n  a  m o re  r e c e n t ,  i n v e s t i g a t i o n  u s i n g  - g l u c o s e
a n d  - g l u c o s o n e  a d m i n i s t e r e d  o r a l l y  t o  r a t s ,  B e c k e r  a n d
Day (1 9 5 3 )  show ed  t h a t  g l u c o s a m i n e  c a n  b e  fo rm e d  f ro m  g l u c o s e  
o r  g l u c o s o n e ,  a n d  t h a t  g l u c o s e  c a n  b e  c o n v e r t e d  i n t o  g l u c o s o n e  
T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  a l t h o u g h  g l u c o s o n e  may n o t  b e  a  n o r m a l  
i n t e r m e d i a t e ,  i t s  f o r m a t i o n  may b e  a  s t e p  i n  g l u c o s a m i n e  
s y n t h e s i s .
T he s p e c i f i c i t y  o f  t h e  " g l u c o s o n e  e f f e c t "  was 
c o n f i r m e d  b y  B a y n e  (1 9 5 2 )  who show ed  t h a t  D- a n d  L - x y l o s o n e ,
D- a n d  X - a r a b i n o s o n e ,  L - g l u c o s o n e ,  D - g a l a o t o s o n e ,  L - g u l o s o r i e ,  
s e d o h e p t u l o s o n e , a n d  3 - 0 - m e th y l - D r r g lu c o s o n e ;  p r o d u c e d  no t o x i c  
e f f e c t s  i n  m i c e ,  a t  c o n c e n t r a t i o n s  f o u r  t i m e s  h i g h e r  t h a n  
t h e  l e t h a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  D - g l u c o s o n e .
D - g l u c o s o n e  w as r e p o r t e d  t o  e x e r t  a  s p e c i f i c ,  
i n h i b i t o r y  : e f f e c t  o n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  D - g l u o o s e  b y  l i v i n g
'r;‘
y : ; i: ~ \
b a k e r s ^  y e a s t  c e l l s  ( M i t c h e l l  a n d  B a y n e ,  1 9 5 2 ) .  I n d i c a t i o n s  
w e r e  o b t a i n e d  w h lo h  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  m ig h t  b e  
c o m p e t i t i v e  i n  h a t u r e , b u t  i n  a  l a t e r  c o m m u n ic a t io n ^ l o h n s t o n e  t -
a n d  M i t c h e l l  (1 9 5 3 )  r e p o r t e d  t h a t  D - g l u c o s o n e  w as a  p s e u d o -  
i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r ,  o f  t h e  t y p e  d e s c r i b e d  b y  A ckerm ann  
a n d  P o t t e r  ( 1 9 4 9 ) .  I t  w as a l s o  r e p o r t e d  t h a t  D - g l u c o s o n e  
w as p h o s p h o r y l a t e d  by  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d , y e a s t  h e x o k i n a s e .  *
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  b y , D o y l e  (1 9 5 2 )  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  " " 
t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  D - g a l a o t o s e  b y  g a l a c t o s e - à d a p t e d  y e a s t  
may b e  i n h i b i t e d  b y  D - g a l a b t o s o n e , an d  t o  a  g r e a t e r  d e g r e e  
b y  D - g l u c o s o n e .
T he f i n d i n g s  r e p o r t e d  h e r e  show t h a t  D - g l u c o s o n e  
e x e r t s  a  s p e c i f i c  i n h i b i t o r y  ; e f f e c t  i n  a n i m a l  t i s s u e s  an d  
i n  w h o le  y e a s t  c e l l s ,  a l t h o u g h  t h e r e  i s  ho e v i d e n c e  t o  
show  a t  w h a t  s t a g e  i n  t h e  g l y c o l y t i c  s e q u e n c e  t h e  i n h i b i t i o n  
d o e s  o c c u r .
1 . 9 . 3 .  • 2-D eo x y  G l u c o s e .
T he 2 - d e o x y  p e n t o s e s ,  f o rm in g  t h e  c a r b o h y d r a t e  
c o m p o n en t o f  d e s o x y n u c l e i o  a c i d s ,  a r e  t h e  o n l y  2- d e o x y  v;,:
s u g a r s  known t o  h a v e  a n y  b i o l o g i c a l ,  i m p o r t a n c e .  2-D eo x y  t
g l u c o s e  w as  f i r s t  s y n t h e s i s e d  b y  F i s c h e r ,  B e rg m an n , an d  
S c h o t t e  (1 9 2 0 )  b y  d i l u t e  a c i d  t r e a t m e n t  o f  g l u c a l .  T he 
g l u c a l  t r a n s f o r m a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  v i v o .
K ondo (1 9 2 4 )  a d m i n i s t e r e d  D - g l u c a l  t o . - r a b b i t s  a n d  i s o l a t e d  
2- d e o x y  ; g l u c o s e ,5 ( i d e n t i f i e d  a s  t h e  p - n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e )  ^
f ro m  t h e  u r i n e ,  i n i a n  am oun t c o r r e s p o n d i n g  t o  3 p e r  c e n t*  o f  : 71
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t h e  o r i g i n a l  g l u c a l ^  2- d 0Qxy g l u c o s e > a d m i n i s t e r e d  by  m o u th ,  ' 
w as r e c o v e r e d  f ro m  t h e  u r i n e  i n  7 p e r  c e n t . y i e l d .
G ram er a n d  Woodward. (1952.) r e p o r t e d  t h a t  2- d e o x y  
g l u c o s e  i n h i b i t e d  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  by  w h o le  y e a s t  c e l l s ,  
a n d  c o n c lu d e d  t h a t ,  a s  t h e  i n h i b i t i o n  w as c o m p e t i t i v e ,  t h e  
enzym e r e a c t i o n  a f f e c t e d  m u s t  b e  o n e  w h ic h  w as r a t e  l i m i t i n g  ■ 
f o r  t h e  e n t i r e  f e r m e n t a t i o n .  S -D eoxy  g l u c o s e  d i d  n o t  
a f f e c t  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  by  a  c e l l -  
f r e e  e x t r a c t  a n d  d i d  n o t  i n h i b i t  t h e  r a t e  o f  f r u c t o s e - d i p h o s p h a t é : . . ÿ
f e r m e n t a t i o n .  T he  d i f f e r e n c e , i n  t h e  a c t i o n  o f  2- d e o x y  g l u c o s e
■ ■■  ^ '  ' «1
o n  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  by  w h o le  y e a s t  c e l l s  and . on  c e l l -
f r e e  e x t r a c t s  w as c o n s i d e r e d  t o  b e  due  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  a
p a r t i c u l a r  r a t e - d e t e r m i n i h g  e n z y m e - i n 't h e  c e l l  w a l l , w h i c h
w as e s s e n t i a l  f o r  t h e  p a s s a g e  o f  g l u c o s e * i n t o  t h e  c e l l  u n d e r
a n a e r o b i c  o o h d i t i o n s v  As f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e  f e r r n e n t a t i o n
w as n o t  a f f e c t e d , a n d  2-d e o x y ,  g l u c o s e  w as p h o s p h o r y l a t e d  by
a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  y e a s t  h e x o k i n a s e ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f
f e r m e n t a t i o n  a p p a r e n t l y  o c c u r r e d  a t  t h e  h e x o k i n a s e  l e v e l .
T he  a e r o b i c  f e r m e n t a t i o n  a n d  g r o w th  o f  y e a s t  c e l l s  w as a l s o
i n h i b i t e d  b y  2 d e o x y  g l u c o s e .  I t  w as n o t e d  l a t e r  (W oodw ard ,
C r a m e r , a n d  H u d so n ,  1953) t h a t  2- d e o x y  g l u c o s e  w as m o re  t h a n
t h r e e  t i m e s  a s  i n h i b i t o r y  t o w a r d s  f r u c t o s e  f e r m e n t a t i o n  th a n .
g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n .
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1 . 9 . 4 .  G lu c o s a m in e .
T he p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g lu c o s a m i n e  w as r e p o r t e d  by  
H a r p u r  an d  Q u a s t e l  ( 1 9 4 9 ) ,  u s i n g  b r a i n  h e x o k i n a s e ,  a n d  u s i n g  
y e a s t  h e x o k i n a s e ,  b y  G r a n t  a n d  L ong ( 1 9 5 2 ) ,  a n d  Brow n ( 1 9 5 1 ) .  
B r o w  (1 9 5 1 )  i s o l a t e d  a n  a c i d - s t a b l e  m o n o p h o s p h o g lu o o s a m in e  
a s  a  p r o d u c t  o f  t h e  r e a c t i o n  b e tw e e n  g l u c o s a m i n e  an d  ATP 
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c r y s t a l l i n e  y e a s t  h e x o k i n a s e .  He dem on­
s t r a t e d  t h a t  g l u c o s a m i n e  w as p h o s p h o r y l a t e d  i n  p o s i t i o n  6 .
U s in g  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  y e a s t  h e x o k i n a s e  G r a n t  a n d  Long
(1 9 5 2 )  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n  a c i d  s t a b l e  m o n o p h o sp h o -  
g l u c o s a m i n e  was f o rm e d ,  b u t  d i d  n o t  d e t e r m i n e  t h e  p o s i t i o n  
o f  t h e  p h o s p h a t e  g r o u p .  M ore r e c e n t l y  W oodward an d  H u d so n
(1 9 5 3 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  g lu c o s a m i n e  i s  a  c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t o r  o f  a n a e r o b i c  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n .  A e r o b i c  f e r m e n t a ­
t i o n  w as a l s o  i n h i b i t e d  b u t  t h e  i n h i b i t i o n  w as r a t h e r  l e s s .
1 . 9 . 5 .  O t h e r  C a r b o h y d r a t e  A n a lo g u e s ,
W oodward, G ra m e r ,  a n d  H u d so n  (1 9 5 3 )  h a v e  r e p o r t e d  ■
t h a t  some o t h e r  s t r u c t u r a l  a n a l o g u e s  o f  g lu c o s e ;  a n d  f r u c t o s e
p r o d u c e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  on  a n a e r o b i c  a n d  a e r o b i c  y e a s t
f e r m e n t a t i o n .  T hey  c o n f i r m e d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a n a e r o b i c  
f e r m e n t i o n  b y  g l u c o s o n e ,  d e m o n s t r a t e d  e a r l i e r  b y  M i t c h e l l  
a n d  B ay n e  ( 1 9 5 2 ) ,  a n d  show ed  t h a t  i  s o - g l u c o s a m i n e  an d  
2 - o h l o r o - 2 - d e o x y - g l u o o s e  h a d  i n h i b i t o r y  p r o p e r t i e s .  T hey
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i n d i c a t e d  t h a t , i s o g lx io o s a m in e  i n h i b i t e d ,  f r u c t o s e  f e r m e n t a t i o n  
t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  a n d  n o t e d  
t h a t  g l u c o s a m i n e  i n h i b i t e d  f r u c t o s e  f e r m e n t a t i o n  m o re  t h a n  
t h a t  o f  g l u c o s e .  G lu c o s o n e  w as r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  a e r o b i c  
f e r m e n t a t i o n ,  r e s p i r a t i o n  a n d  g r o w th  o f  y e a s t  c e l l s .  A 
l a r g e  num ber o f  s u b s t a n c e s  w e r e  t e s t e d  f o r  i n h i b i t o r y  
p r o p e r t i e s .  T h o s e  w h ic h  w e r e  i n h i b i t o r y  d i f f e r e d  f ro m  
g l u c o s e  o r  f r u c t o s e  o n l y  b y  a  s i m p l e  c h a n g e  o n  0 2 .  As
2- d e o x y  g l u c o s e  w as a  s t r o n g e r . i n h i b i t o r  t h a n  D - g l u c b s o n e ,  
w h ic h  w as i n  t u r n  m o re  p o t e n t  t h a n  2- o h l o r o - 2- d e o x y  g l u c o s e ,  
i t  w as c o n c l u d e d  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  
a n  a n a l o g u e  w as d e p e n d e n t  o n / t h e  s u b s t i t u e n t  a t  02 .
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1 , 1 0 .  C o n c l u s i o n s .  §>V
A c r i t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  
s e l e c t i v e  p o i s o n s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  y e a s t  enzym e s y s t e m s  
show s t h a t  many a r e  n o n - s p e c i f i c .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  
m o re  t h a n  o n e  enzyme may h e  a f f e c t e d  b y  a  s i n g l e  i n h i b i t o r  
t h e  u s e  o f  s u c h  i n h i b i t o r s  h a s  i n c r e a s e d  t h e  k n o w le d g e  o f  
s y n t h e t i c  an d  d e g r a d a t i v e  p r o c e s s e s  i n  t h e  l i v i n g  c e l l ,  a n d  
a l s o  p r o v i d e d  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  m e c h a n ism  o f  i n h i b i t i o n . ;
The u s e  o f  t h e  l i v i n g  y e a s t  c e l l  a s  a  g l y c o l y t i c  
s y s t e m  p r e s e n t s  f u r t h e r  c o m p l i c a t i o n s ,  h o w e v e r ,  a s  t h e  a d d e d  f"7 
i n h i b i t o r  may e x e r t  e f f e c t s  o n  t h e  c e l l  m em brane w h ic h  i n f l u e n c e  f ' 7'
t h e  e n t r y  o f  n o rm a l  s u b s t r a t e s  i n t o  t h e  c e l l .
The i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  many s o l u t e s  c a n  b e  jUee
e x p l a i n e d  by  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  w h ic h ,  i n  
t h e m s e l v e s , a f f e c t  c e l l  m em brane p e r m e a b i l i t y  an d  t h e  n a t u r a l  
s t a t e  o f  c e l l  c o l l o i d s  a n d  p r o t e i n s .  T h e  p e r m e a b i l i t y  o f  :
t h e  y e a s t  c e l l  t o w a r d s  o r g a n i c  an d  i n o r g a n i c  s u b s t a n c e s  
h a s  n o t  b e e n  i n v e s t i g a t e d  t o  a n y  g r e a t  e x t e n t  b u t  i t  i s
p r o b a b l e  t h a t  some o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  w i t h  p l a n t  a n d  a n i m a l  
c e l l s  c a n  b e  a p p l i e d  t o  t h i s  o r g a n i s m .
When t h e  s t u d y  o f  c e l l  p e r m e a b i l i t y  w as m ade p o s s i b l e  
b y  t h e  d i s c o v e r y  o f  p l a n t  c e l l  p l a s m o l y s i s  a n d  d e p l a s m o l y s i s  
( H a g e l i ,  a n d  C ra m e r ,  1 8 5 5 ) ,  many b o t a n i s t s  becam e  i n t e r e s t e d
i n  t h e  p r o b le m s  p r e s e n t e d .  T he r e s u l t s  o f  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  
w e re  p l a c e d  on  a  m o re  r a t i o n a l  b a s i s  when O v e r to n  ( 1 8 9 5 ) ,
.7 7 / ;
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a f t e r  r e v i e w i n g  t h e  e x i s t i n g  d a t a ^  c o n c lu d e d  t h a t  t h e  r a t e  
o f  p e n e t r a t i o n  o f  o r g a n i c  s u b s t a n c e s  w as d e t e r m i n e d  b y  t h e i r  
s o l u b i l i t y  i n  t h e  l i p i d s ;  a s su m e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  c e l l  
m e m b ra n e s .
O v e r to n  ( 1 8 9 9 ,  190 2 )  w as t h e  f i r s t  t o  i n v e s t i g a t e
c e l l  p e r m e a b i l i t y  s y s t e m a t i c a l l y . . He u s e d  b o t h  p l a n t  a n d  . /
a n i m a l  c e l l s , a n d  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e r e  w as a  g e n e r a l  r e l a t i o n -  . 
s h i p  b e tw e e n  t h e  a b i l i t y  o f  v a r i o u s  o r g a n i c  com pounds t o  
e n t e r  l i v i n g  c e l l s  a n d  t h e  t y p e  o f  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  w h ic h  ,
f a v o u r e d  s o l u b i l i t y  i n  n o n - p o l a r  s o l v e n t s .  Many d e v i a t i o n s  
f ro m  t h i s  g e n e r a l  s t a t e m e n t  w e re  f o u n d , W i l b r a n t  ( 193 1 )  , ',7;7
f o r  e x a m p le ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  n o n - e l e c t r o l y t e s  c o n t a i n i n g  
am ino  g r o u p s  w e re  p r e f e r e n t i a l l y  a b s o r b e d  b y  some p l a n t  .^ yr;
c e l l s ,  a n d  w e a k ly  a c i d i c  n o n - e l e c t r o l y t e s  by  o t h e r s .  When 7/;
C o l l a n d e r  a n d  B a r l a n d  (1 9 3 3 )  f o u n d  t h a t  s e v e r a l  l i p i d  — i n s o l u b l e  7f: 
i n o r g a n i c  com pounds c o u l d  e n t e r  p l a n t  c e l l s ,  t h e y  s u g g e s t e d  
t h a t  th e -  c e l l  m em brane  c o n s i s t e d  o f  " l i p o i d "  a r e a s  an d  
" s i e v e "  a r e a s ,  e i t h e r  e x e r t i n g  t h e  g r e a t e r  i n f l u e n c e ,  d e p e n d -  47;
i n g  o n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p e r m e a n t .  7^ ;
T h i s  g e n e r a l  p i c t u r e  o f  t h e  c e l l  m em brane i s  s t i l l  ’7
s o u n d ,  a l t h o u g h  m o d i f i c a t i o n s  a r e  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  
e x p l a i n  t h e  b e h a v i o u r  o f  m any p e r m e a b l e  s u b s t a n c e s .  T he 
p h y s i c o - c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  i n h i b i t o r s  d i s c u s s e d  
e a r l i e r  ( 1 . 2 .  7 to  1 . 9 )  w i l l  now b e  c o n s i d e r e d ,  t o  show  t h e
c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  t h e s e  p r o p e r t i e s  a n d  t h e  i n h i b i t i o n s
- 7 V - ' ' . -,
p r o d u c e d .
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B ro o k s  ( 1 9 1 6 ) ,  O s t e r h a u t  ( 1 9 3 6 ) ,  a n d  C o l l a n d e r
( 1 9 3 9 ) ,  r e p o r t e d  t h a t  t h e  c e l l  m em brane w as im p e rm e a b le  t o  
p h y s i o l o g i c a l / c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n o r g a n i c  i o n s , b u t  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  m e t a l  s a l t s  w e re  shown t o  c r e a t e  a b n o rm a l  
c o n d i t i o n s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  ( O s t e r h a u t ,  1 9 2 2 ) .  T h e r e  i s  
l i t t l e  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  c h a n g e s ,  
b u t  o b s e r v a t i o n s  m ade w i t h  e r y t h o c y t e  m em branes  g i v e  some 
i n d i c a t i o n  o f  a  p o s s i b l e  m e c h a n ism  o f  a c t i o n .  T he r e d  c e l l  
m em brane  i s  s a i d  t o  c o n s i s t  o f  l i p i d  a n d  p r o t e i n  l a y e r s  
a r r a n g e d  c o n c e n t r i c a l l y ,  e a c h  l a y e r  b e i n g  com posed  o f  two 
d o u b l e  m o l e c u l a r  l a y e r s  o f  l i p i d s  s e p a r a t e d  b y  a  t h i n  p r o t e i n  
l a y e r  (Waugh an d  S c h m i t t ,  1 9 4 0 ) .  B e tw ee n  t h e s e  c o n c e n t r i c  
l a y e r s  a  g r e a t  am o u n t o f  w a t e r  i s  h e l d  a s  c o l l o i d a l  l i p i d .
H ober, (1 9 4 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  i n o r g a n i c  i o n s  p r o d u c e  a n  e f f e c t  
on  r e d  c e l l s  b y  c h a n g in g  t h e  p h y s i c a l  s t a t e  o f  t h e  m em brane 
c o l l o i d s ,  m a i n l y  b y  d e h y d r a t i o n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  y e a s t  
c e l l  m em branes  may b e  s i m i l a r l y  a f f e c t e d .
The m e t a l  i o n s  may a l s o  c a u s e  f l o c c u l a t i o n  o f  t h e  
c e l l  c o l l o i d s  c o n t a i n e d  i n s i d e  t h e  c e l l ,  t h e  d e g r e e  o f  
f l o c c u l a t i o n  f o l l o w i n g  t h e  S c h u l z e - H a r d y  r u l e  (L o e b ,  1 9 0 2 ) ,  
w h ic h  s t a t e s  t h a t  i o n i c  f l o c c u l a t i o n  p o w er  i n c r e a s e s  a l m o s t  
i n  a  g e o m .e t r ic  p r o g r e s s i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  v a l e n c y .  T h e s e  
p h y s i c a l  c h a n g e s  a r e  p r o b a b l y  s u f f i c i e n t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  m e t a l  i o n s  on  w h o le  c e l l  y e a s t  f e r m e n t a ­
t i o n ,  a p a r t  f ro m  a n y  a d d i t i o n a l  e f f e c t s  o n  c e l l  c o n t e n t s .
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A c i d i c  d y e s  a r e ,  i n  g e n e r a l ,  l i p i d  i n s o l u b l e  
( O v e r t o n ,  1902 ) b u t  S c h u lm a n  (1 9 1 7 )  show ed t h a t  many o f  
t h e s e  d y e s  a r e  t a k e n  u p  b y  s e v e r a l  t y p e s  o f  a n i m a l  c e l l s .
The s o l u b i l i t y  i s  p r p b a b l y  a  f u n c t i o n  o f  t h e  s i z e  o f  t h e  
n o n - p o l a r  p o r t i o n  o f  t h e  d y e  m o l e c u l e .  T he  b a s i c  d y e s  c a n  
d i f f u s e  i n t o  p l a n t  c e l l s  q u i t e  r e a d i l y , a c c o r d i n g  t o  N i r e n s t e i n  
( 1 9 2 0 ) .  O nce i n s i d e  t h e  c e l l ,  d y e  s t u f f s  a r e  a t t a c h e d  t o  
t h e  c e l l  c o l l o i d s  b y  a  s t a b l e  e l e c t r o s t a t i c  a d s o r p t i o n  w h ic h  
p r e v e n t s  a n y  d i s s o c i a t i o n  a n d  r e d i f f u s i o n  o u t  o f  t h e  c e l l .
I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  d i s o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  c e l l  c o l l o i d s  
t h u s  c a u s e d ,  w i l l  i n t e r f e r e  w i t h  n o rm a l  g l y c o l y s i s .
A l th o u g h  s t r o n g  b a s e s  a n d  a c i d s  r e s e m b l e  n e u t r a l  
s a l t s  i n  t h a t  t h e y  a r e  c o m p l e t e l y  i o n i s e d  an d  do n o t  p a s s  
i n t o  c e l l s  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s ,  w eak a c i d s  a n d  b a s e s  do 
p e n e t r a t e  c e l l  m e m b ra n e s .  O s t e r h a u t  (1 9 2 5 )  show ed  t h a t  
h y d r o g e n / s u l p h i d e  c o u l d  p e n e t r a t e  t h e  c e l l s  o f  t h e  a l g a  
V a l o n i a , q n l y  a t  a  pH b e lo w  w h ic h  no  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  
h y d r o g e n  s u l p i de  o o o u r f e d è  T he r a t e  o f  p e n e t r a t i o n  was 
f o u n d  t o  b e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  e x t e r n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  h y d r o g e n  s u l p h i d e ,  so  t h a t  s i m p l e  d i f f u s i o n  w as i n d i c a t e d .  
F rom  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  b y  Malm (1 9 4 0 )  ( 1 . 4 . )  o n  t h e  d i f f u s i o n  
o f  KF i n t o  y e a s t  c e l l s , ,  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  s i m p l e  d i f f u s i o n  
o f  u n d i s s o c i a t e d  HF o c c u r s .  S i m i l a r l y ,  t h e  e n t r y  o f  i o d o -  
a c e t a t e  ( 1 . 7 . 2 . )  i n t o  t h e  y e a s t  c e l l  may o c c u r  b y  s im p le  
d i f f u s i o n .
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S odium  a z i d e  a n d  p o t a s s i u m  c y a n i d e  p r o b a b l y  d i f f u s e  77
d i r e c t l y  i n t o  t h e  c e l l  a s  u n d i s s o c i a t e d  m o l e c u l e s , f o r  t h e y
h a v e  s m a l l  m o l e c u l a r  v o lu m e s  a n d  lo w  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s .- ■TlA c c o r d in g  t o  H o b e r  ( 194 6 )  . w e a k l y  d i s s o c i a t i n g  o r g a n i c  a c i d s4  • ‘ ' . .■■■■-, -7v
e n t e r  p l a n t  c e l l s  b y  s i m p l e  d i f f u s i o n ,  t h e  l a r g e r  m o l e c u l e s
b e c a u s e  o f  t h e i r  s o l u b i l i t y  i n  t h e  l i p i d  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e
m em b ran e , a n d  t h e  a c i d s  o f  s m a l l  m o l e c u l a r  v o lu m e  by  a  s i m p l e
d i f f u s i o n  t h r o u g h  t h e  p o r e s  o f  t h e  m em brane . O v e r to n  (1 9 0 2 )
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a ld e h y d e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e s e  a c i d s
a l s o  e n t e r  i n t o  t h e  c e l l  b y  s i m p l e  d i f f u s i o n .  A l l  o f  t h e s e
f r e e l y  d i f f u s i b l e  s u b s t a n c e s  w i l l ,  t h e r e f o r e ,  e x e r t  t h e i r
i n h i b i t o r y  e f f e c t  i n s i d e  t h e : c e l l ,  w i t h o u t  n e c e s s a r i l y  h a v i n g  -
a n y  e f f e c t  on  t h e  c e l l  m em b ra n e . , //fv',.
S a l i c y l a t e  an d  b e n z o a t e ,  w h ic h  h a v e  s t r o n g  p o l a r
p r o p e r t i e s  (H o b e r  an d  M o o re ,  1 9 3 0 ) ,  w i l l  e x e r t  d e f i n i t e  e f f e c t s
on  c e l l  m e m b ra n e s ,  f o r  A n so n  (1 9 3 9 )  h a s  show n t h a t  com pounds
h a v i n g  s u c h  p r o p e r t i e s  c a u s e  d é n a t u r a t i o n  o f  p r o t e i n s .
N a r c o t i c  s u b s t a n c e s ,  w h ic h  i n c l u d e  h i g h e r  a l c o h o l s ,
u r e t h a n e s ,  a n d  h a l o g e n a t e d  h y d r o c a r b o n s ,  d o . n o t  n o im ia l ly
r e a c t  c h e m i c a l l y  w i t h  c e l l  c o n s t i t u e n t s  b u t  do e x e r t  d e f i n i t e
i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  y e a s t  f e r m e n t a t i o n .  The m e c h a n ism  b y  7
. 4&w h ic h  t h i s  e f f e c t  i s  b r o u g h t  a b o u t  i s  n o t  y e t  c l e a r ,  b u t  tw o 
g e n e r a l  t h e o r i e s  o f  n a r c o s i s  h a v e  b e e n  p r e s e n t e d .  I n d e p e n d -  
e n t l y ,  M ey er  (1 8 9 9 )  a n d  O v e r to n  (1 9 0 1 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  44:
same d e g r e e  o f  n a r c o s i s  w as  p r o d u c e d  b y ' a n y  n a r c o t i c  a t  a  ;..#1/
.7.- . 7 7 .-
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p a r t i c u l a r  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  f u n c t i o n a l :  c e l l  l i p i d s . ;  <17
When T r a u b e  (1 9 0 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  l a r g e  ' 4%4
' '  'nu m b er  o f  n a r c o t i c s  w e re  s u r f a c e  a c t i v e . c o m p o u n d s ,  t h e  s e c o n d  
t h e o r y  o f  n a r c o s i s  a p p e a r e d .  T h i s  t h e o r y  p o s t u l a t e d  t h a t  / 'y ' '
t h e r e  was a  q u a n t i t a t i v e  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  n a r c o t i c  s t r e n g t h
tt ■'a n d  s u r f a c e  a c t i v i t y .  H o b e r  (1 9 4 6 )  l a t e r  f o r m u l a t e d  an  
a d s o r p t i o n  t h e o r y ,  s t a t i n g  t h a t  " n a r c o s i s  o c c u r s  w h e n ,b y  
r a i s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  n a r c o t i c ,  i r r e s p e c t i v e  o f  i t s  
c h e m ic a l  n a t u r e ,  t h e  i n t e r f a c i a l  t e n s i o n  i s  l o w e r e d  t o  a  
d e f i n i t e  p o i n t ,  d u e  t o  i t s  a d s o r p t i o n  a f f i n i t y  to w a r d  t h é  
s u b s t r a t e  o f  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t " .
C o n f i r m â t i o n  f o r  s u c h  a  h y p o t h e s i s  c a n  b e  o b t a i n e d  
f ro m  t h e  e a r l i e r  w o rk  o f  W a rb u rg ,  ( 1 9 1 5 ,  191 4 )  who o b s e r v e d  
t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s ; o f  n a r c o t i c s  t o w a r d s  enzym es 
w e re  d e c r e a s e d  when t h e  a d s o r b i n g  e x t r a c e l l u l a r  m a t e r i a l  was 
rem o v ed  f ro m  enzym e p r e p a r a t i o n s .  W arbu rg  (1 9 2 1 )  l a t e r  
s u g g e s t e d  t h a t  n a r c o t i c s  i n h i b i t e d  enzyme a c t i v i t y  b y  a n  
a d s o r p t i o n  on  enzym e s u r f a c e s ,  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  a c c e s s  o f  
s u b s t r a t e  t o  t h e  r e a c t i o n  s i t e s .  N a r c o t i c s  may a l s o  e x e r t  
a n o t h e r  e f f e c t  o n  t h e  c e l l  m e m b ra n e , f o r  a d s o r p t i o n  o n  t h e  
c e l l ,  w a l l  may o b s t r u c t ,  o r  b l o c k ,  t h e  p o r e s  o f  t h e  c e l l  
m em b ran e , t h u s  p r e v e n t i n g  t h e  e n t r y  o f  n o rm a l  s u b s t r a t e s .  ■
The m e c h a n is m s  by  w h ic h  s u b s t r a t e  a n a l o g u e s ,  e x e r t  
t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  h a s  n o t  y e t  b e e n  e l u c i d a t e d .  I t  
i s  p r o b a b l e  t h a t  e i t h e r  t h e  a n a l o g u e  i t s e l f ,  o r  some p r o d u c t
7 :
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o f  t h e  m e t a b o l i s e d  a n a l o g u e ,  may b e  t h e  t r u e  i n h i b i t o r y  
s u b s t a n c e .  The. r e s u l t s  o f  i n v e s t i g a t i o n s  on  s u b s t r a t e  
a n a l o g u e s , r e p o r t e d  up  t o  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  w i l l  b e  d i s c u s s e d
■ 7:4i n  r e l a t i o n  t o  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk ,  i n  
a  l a t e r  p a r t  o f  t h i s  t h e s i s  ( P a r t  I .  S . 4 . ) .  . 4
’77'
54 -  '  -
2 .  THE EFFECTS OF GLÜQQBQNB ON YEAST FERMENTATION. '
2 . 1 .  I n t r o d u c t i o n .
The e a r l y  w o rk  c a r r i e d  o u t  b y  Brown (1 8 9 2 )  an d  
S l a t e r  ( 1 9 0 6 ,  1908) on  t h e  k i n e t i c s  o f  a l c o h o l i c  f e r m e n t a ­
t i o n  b y  l i v i n g  y e a s t ,  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a ­
t i o n  i s  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  o v e r  a  w id e  r a n g e  o f  s u g a r  
c o n c e n t r a t i o n s .  S l a t e r  f o u n d  t h a t  t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  
r e m a in s  c o n s t a n t  d u r i n g  t h e  m a in  p a r t  o f  t h e  . f e r m e n t a t i o n .  
A l th o u g h  t h e s e  f i n d i n g s  w e re  c r i t i c i s e d  b y  N ord  an d  
W e i c h h e r t z  ( 1 9 2 9 )7  H o p k in s  a n d  R o b e r t s  (1 9 3 5 )  show ed  t h a t  
S l a t e r ' s  r e s u l t s  w e re  t r u e  f o r  y e a s t  c o n c e n t r a t i o n s  b e tw e e n  
5 . 0 - 0 . 1  p e r  c e n t . ,  a n d  f o r  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  b e tw e e n  
0 . 0 5 6 - 1 . 680M. T h ey  show ed t h a t  w i t h i n  t h i s  r a n g e  o f  c o n ­
c e n t r a t i o n s  o f  y e a s t  an d  g l u c o s e ,  t h e  enzyme s u r f a c e  was 
c o m p l e t e l y  s a t u r a t e d  w i t h  s u b s t r a t e ,  a l l o w i n g  o f  a  c o n s t a n t  
v e l o c i t y  o f  a c t i o n  o v e r  a 'w i d e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  
r a n g e .  T hey  s t a t e d ,  t h a t  p r o v i d i n g  c e r t a i n  f a c t o r s  w h ic h  
i n f l u e n c e  t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  b y  l i v i n g  
y e a s t  a r e  c a r e f u l l y  c o n s i d e r e d  ( i . e .  t e m p e r a t u r e ,  pH, an d  
r a t e  o f  a g i t a t i o n ) , t h e  k i n e t i c s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  
a  u n i m o l e c u l a r  enzym e r e a c t i o n .
IM ore r e c e n t l y  H u r w i t z  a n d  R o t h s t e i n  (1 9 5 1 )  h a v e  
a p p l i e d  t h e  M i o h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n  i n  d e s c r i b i n g  t h e  
e f f e c t s  o f  u r a n iu m  o n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  an d
% y
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f r u c t o s e .  T hey  a s su m e d  t h a t  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  
t h e i r  e x p e r i m e n t s ,  t h e  enzym e w as c o m p l e t e l y  s a t u r a t e d  b y  
t h e  s u b s t r a t e ;  t h u s  t h e  a d d i t i o n  o f  u r a n iu m  g a v e  r i s e  t o  
a  r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  w h ic h  w as n o n - c o m p e t i t i v e  w i t h  
g l u c o s e  a s  s u b s t r a t e ,  a n d  c o m p e t i t i v e  w i t h  f r u c t o s e .
G ram er a n d  W oodward (1 9 5 2 )  a n d  Woodward a n d  H u d so n  (1 9 5 3 )  
h a v e  a l s o  r e g a r d e d  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  by  w h o le  y e a s t  
c e l l s  a s  a  u n i m o l e c u l a r  r e a c t i o n ,  an d  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  
c o m p e t i t i v e  e f f e c t s  o f  2- d e o x y  g l u c o s e  a n d  g l u c o s a m i n e  i n  
t h i s  s y s t e m .
I t  w as c o n s i d e r e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  u n d e r  p r o p e r l y  
c o n t r o l l e d  c o n d i t i o n s  t h e  e f f e c t s  o f  g l u c o s o n e  o n  t h e  
f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e ,  b y  w ho le : y e a s t  c e l l s ,  c o u l d  b e  
i n v e s t i g a t e d  on  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  k i n e t i c s  a r e  t h o s e  
o f  a  u n i m o l e c u l a r  r e a c t i o n .
: ' • ■ . ■ 7 - ' - . ■ ; ' ' .7'7 ■ .
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2 . 2 .  M e th o d s .
S u s p e n s i o n s  o f  f r e s h  b a k e r s ' y e a s t  ( S t a n d a r d  
Y e a s t  Co.;.) w e re  m ade b y  w e ig h i n g  o u t  r e q u i r e d  a m o u n ts  t a k e n  
f ro m  a  f r e s h l y  c u t  s u r f a c e  o f  a  y e a s t  c a k e ,  i n t o  0 .02M  
p o t a s s i u m  d i h y d f o g e n  p h o s p h a t e .  I t  w as f o u n d  t h a t  t h e
c o n t r o l  f e r m e n t a t i o n  c a r r i e d  o u t  o n  e a c h  s u s p e n s i o n  d i d  n o t
a.v ^ r y  s i g n i f i c a n t l y  f o r  e a c h  b a t c h ,  p r o v i d i n g  t h e  s a m p le  o f  
y e a s t  u s e d  w as  n o t  m o re  t h a n  a. w eek o l d .
Y e a s t  s u s p e n s i o n s  w e r e  a l s o  m ade f ro m  c o m m e r c ia l  
d r i e d  y e a s t  p e l l e t s  (DGL) by  w e ig h in g  i n t o  0 . 0 2M p o t a s s i u m  
d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e , a n d  a l l o w i n g  t h e  m i x t u r e  t o  s t a n d  f o r  
45 m i n u t e s  b e f o r e  u s e .  T he p e l l e t s  w e r e  k e p t  i n  a  s t o p p e r e d  
t i n  a t  room  t e m p e r a t u r e , o v e r  à  p e r i o d '  o f  tw o y e a r s  w i t h o u t  
sh o w in g  a n y  c h a n g e  i n  f e r m e n t a t i v e  a b i l i t y .
The g a s  o u t p u t  w as m e a s u r e d  m a n o m e t r i c a l l y  by  
t h e  W a rb u rg  t e c h n i q u e  a t  3 0 ^ ,  t h e  r a t e  o f  c a r b o n  d i o x i d e  
e v o l u t i o n  b e i n g  t a k e n  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a ­
t i o n .  T h e r e  i s  no  r e t e n t i o n  o f  c a r b o n  d i o x i d e  i n  s o l u t i o n  
a t  t h e  i n i t i a l  pli o f  4 . 8  ( = pH o f  0 , 0 2M p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  
p h o s p h a t e  s o l u t i o n ) , a n d , a s  a n  a c t i v e l y  f e r m e n t i n g  y e a s t  
t e n d s  t o  a p p r o a c h  pH 5 . 5 ,  a c c o r d i n g  t o  R o t h s t e i n  a n d  In i i s ,  
( 1 9 4 6 ) ,  t h e r e  c a n  b e  no  c a r b o n  d i o x i d e  r e t e n t i o n  a f t e r  t h e -  
s t a r t  o f  f e r m e n t a t i o n .  I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  f i n a l  pH 
w as f o u n d  t o  b e  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  3 . 5- 4 . 0 .
•
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T he y e a s t  s u s p e n s i o n ’ w as t i p p e d  i n t o  t h e  m a in / r-f':
v e s s e l  c o n t a i n i n g  s u b s t r a t e ,  o r  s u b s t r a t e  p l u s  i n h i b i t o r .
a f t e r  10 m i n u t e s  e q u i l i b r a t i o n  a t  30*^, i n  t h e  m a j o r i t y  o f  
t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d .  O t h e r  p r o c e d u r e s  a r e  d e s c r i b e d  
i n  t h e  t e x t .
A l l  t h e  e x p e r i m e n t s  w e re  c a r r i e d  o u t  a t  3 0 ° ,  w i t h  47'^
a  t o t a l  f l u i d  v o lu m e  o f  3 .0 m l .  7 / / /
I n  t h e  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s ,  w hen  KGN w as u s e d  a s
i n h i b i t o r  o f  t h e  r e s p i r a t i o n ,  t h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  was
s h a k e n  w i t h  c y a n i d e  f o r  30 m i n u t e s  b e f o r e  u s e .  The f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c y a n i d e  i n  t h e  W arb u rg  f l a s k s  w as 2 .6  x  1 0 /
L a t e r  e x p e r i m e n t s  w é re  c a r r i e d  o u t  i n  a n  a t m o s p h e r e  ■ ' 4
o f  n i t r o g e n  w h ic h  w as i n t r o d u c e d  p r i o r  t o  t h e  10 m i n u t e  77; |
e q u i  l i b r a t i o n  p e r i o d  a t  3 0 ^ .  .
y '4,
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2 . 3 .  .1x 0e r i m e n t a l .
2 . 3 . 1 .  C o n c e n t r a t i o n s  o f  Y e a s t  an d  S u b s t r a t e .
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w e re  c a r r i e d  o u t  t o  
d e t e r m i n e  t h e  c o r r e c t  a m o u n ts  o f  y e a s t  a n d  s u b s t r a t e  w h ic h  
s h o u l d  b e  p r e s e n t  t o  s a t u r a t e  t h e  enzyme s u r f a c e  w i t h  s u b ­
s t r a t e .  M o s t  o f  t h e  e a r l i e r  i n v e s t i g a t o r s  q u o t e  y e a s t  
a m o u n ts  i n  g . / l O O m l . ,  b u t  do n o t  d i f f e r e n t i a t e  w e t  w e i g h t  
an d  d r y  w e i g h t .
H o p k in s  a n d  R o b e r t s  (1 9 3 5 )  u s e d  a  0 . 1  p e r  c e n t ,  
s u s p e n s i o n  o f  p r e s s e d  b a k e r s ’ y e a s t ,  t o g e t h e r  w i t h  0 . 0 0 5 -  
0 .84M  h e x o s e s  when d e t e r m i n i n g  t h e  M i c h a e l ! s  c o n s t a n t s  f o r  
g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e .  T h ey  p o i n t e d  o u t , h o w e v e r ,  t h a t  
a  5 .5  p e r  c e n t ,  y e a s t  s u s p e n s i o n  f e r m e n t i n g  0 . 0 0 4 - 0 . 02M 
g l u c o s e  g i v e s  r e s u l t s  w h ic h  c a n  b e  i n t e r p r e t e d  i n  t e r m s
o f  a  u n i m o i e c u l a r  r e a c t i o n .  R o t h s t e i n  a n d 'O e n z a ^ D om is
■ , -
(1 9 5 3 )  s t a t e d  t h a t  O .IM  h e x o s e  i s  r e q u i r e d  t o  s a t u r a t e  com- 
p l e t e l y  t h e  enzym e s u r f a c e  p r e s e n t e d  b y  6 . 0 - 7 . 0 m g .  o f  y e a s t  ;
(wet w t . )  b u t  u s e d  c o n c e n t r a t i o n s  down t o  0 .0025M  when d e t e r m i n i n g  74 
t h e  Ks f o r  g l u c o s e  b y  t h e  m e th o d  o f  L in e w e a v e r  a n d  B u rk  " 4 / | /
(1 9 3 4 )  ( H u r w i tz  a n d  R o t h s t e i n ,  1 9 5 1 ) .  T he l o w e r  c o n c e n t r a -  "'-7 
t i o n s  o f  s u b s t r a t e  a r e  a l s o  u s e d  b y  C ram er an d  ViToodward 
(1 9 5 2 )  a n d  Woodward a n d  H u d so n  (1 9 5 3 )  when d e t e r m i n i n g  t h e  
Kg f o r  g l u c o s e ,  2 - d é o x y  g l u c o s e  an d  g l u c o s a m i n e .  S.Omg.
( w e t  w t . )  o f  p r e s s e d  b a k e r s ’ y e a s t  w as u s e d  t o  f e r m e n t  0 . OIM
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F i g . I .  E f f e c t  o f  y e a s t  c o n c e n t r a t i o n  onf e r m e n ta t io n  r a t e .
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D-Gluco.se, 0 .0 2 5 M . Yeast wet wt./Sml,: A — 4 0 m g .;0 - 0  , 2 5 m g .;  k —x , lOmg. ; •  -  •  , 5mg.
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F i g . I I .  E f f e c t  o f  D -g lu o o so n e  ong lu c o s e  f e rm e n ta t io n *
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ICO
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TIME ( M I N S . )
Y e a s t ,  25mg. w et w t . / S m l ;  D - g l u c o s e ,  0 .025M ;  
KCK, 2 .6  X 1 0 " % . D - g lu c o s o n e :  x — x. , n one;  0 - 0 ,  0 .050M ; , O.IOOM; A —A , 0 .150M ;
A - A ,  0 .175M .
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s u b s t r a t e *  A l l  o f  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  b e e n  a b l e  t o  
c a l c u l a t e  ; t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  . th e  e n z y m e - ^ s u b s t r a te  
c o m p le x  b y  a s s u m in g  t h a t  t h e  r e a c t i o n  c o n fo rm s  t o  t h e  
M i o h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n *  I t  i s  c l e a r ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  
r e s u l t s  c a n  b e  o b t a i n e d ,  f o r  a  w id e  r a n g e  o f  y e a s t  a n d  
s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  w h ic h  c a n  b e  i n t e r p r e t e d  i n  t e r m s  
o f  a  m o n o m o le c u la r  r e a c t i o n  i n  w h ic h  a n  enzym e s u r f a c e  i s  
s a t u r a t e d  c o m p l e t e l y  b y  t h e  s u b s t r a t e  p r e s e n t .
The e f f e c t  o f  y e a s t  c o n c e n t r a t i o n  o h  f e r m e n t a t i o n  
r a t e  i s  shovm i n  F i g . I .  B5mg. (w e t  w t . )  p r e s s e d  y e a s t  w as 
u s e d  w i t h  0 .025M  g l u c o s e  i n  t h e  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s .
L a t e r ,  h o w e v e r ,  t h e  a m o u n ts  o f  y e a s t  a n d  s u b s t r a t e  w e re  
m o d i f i e d  t o  lOmg. ( w e t  w t . )  an d  0 .OIM, t o  p e r m i t  a  w i d e r  
r a n g e  o f  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n .
2 . 3 . 2 .  I n h i b i t i o n .b y  G lu c o s o n e  i n  t h e  P r e s e n c e  o f  KQH.
The c y a n i d e  w as a d d e d  t o  e a c h  i n d i v i d u a l  W arbu rg  
f l a s k  i n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t s ,  b u t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  r e s p i r a ­
t i o n  w as f o u n d  t o  v a r y  i n  i n d i v i d u a l  f l a s k s .  T he c y a n i d e -  
t r e a t e d  s u s p e n s i o n s  w e r e  t h e r e a f t e r  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  
i n  2 . 2 .
I t  w as f o u n d  t h a t ; u s i n g  0 .025M  g l u c o s e ,  t h e  
i n h i b i t i o n  v a r i e d  w i t h  t h e  am oun t o f  a d d e d  i n h i b i t o r  
( F i g . I I * ) .  T h a t  t h e  i n h i b i t i o n  w as n o t  a  f u n c t i o n  of; t h e
- 62 -
F i g . I I I .  G lu c o s e  f e r m e n t a t i o n .  E f f e c t  o fc o n s t a n t  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  on  
d e c r e a s i n g  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s .
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timeCmins.)
Y e a s t ,  25i% . w et w t . / 3 m l .  ; D - g l u c o s o n e ,  O.IOM; x - x  , 0 .0 2 5 M , no g lu c o s o n e ;  o  — o ,  O.OIOM; a -  A - A ,  0 .020M ; , 0 .025M ; o - o ,  0 .030M .
D - g l u c o s e ;  I , 0 .015M ;
^ - ' ' . ' 
a b s o l u t e  am oun t o;b i n h i b i t o r  p r e s e n t  w as d e m o n s t r a t e d  i n
a n o t h e r  e x p e r i m e n t ,  ( T a b l e  I . ) .
T he r a t i o  o f  i n h i b i t o r  t o  s u b s t r a t e  w as k e p t  
c o n s t a n t  a t  4 t o  1 , an d  t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  p e r  h o u r  
i s  c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  f o r  t h e  p e r i o d  
0^20 m in u te s *
.T a b l e  I .
G lu c o s e  (M)
R a t e  o f  F e rm e n ta t io n y K .1  C O g /h o u r  
S u b s t r a t e  S u b s t r a t e  + i n h i b i t o r
% I n h i b i t i o n ;
0.010 780 399 46
0 .0 2 5 948  459 48
0 .0 4 0 1 0 8 4  . 522 48
0 .0 5 0 1242  609 , 47
( D a ta  f ro m  A p p e n d ix ,  T a b l e  3) .*
T he  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  
whirch k e e p i n g  t h e  g l u c o s o n e  c o n c e n t r a t i o n  a t  0 .lOM i s  show n 
i n  F i g *111* ; t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  i s  i n c r e a s e d *
T h e s e  r e s u l t s ,  w hen  c o n s i d e r e d  t o g e t h e r , . s u g g e s t e d  
t h a t  the . i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  w as c o m p e t i t i v e  i n  n a t u r e .
I t  w as n o t  f o u n d  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t o  c o n f i r m  t h i s  c o m p e t i -
^ ' • •: t im e  i n h i b i t i o n  by  k i n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  r e s u l t s ,  u s i n g
t h e  m e th o d  o f  L in e w e a v e r  a n d  B u rk  (1 9 3 4 )  .
As g l u c o s o n e  i s  known t o  b è  a  h i g h l y  r e a c t i v e  ■ 
com pound, i t  w as c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  t h a t  some c h e m ic a l  s i d e  
r e a c t i o n  m ig h t  i n f l u e n c e  t h e  i n h i b i t i o n .  The f o r m a t i o n  o f  
a  c y a n o h y d r i n  by  c o m b i n a t i o n  o f  a n  o s o n e  a n d  a q u e o u s  c y a n i d e  
w as u s e d  b y  A u l t ,  B a i r d ,  C a r r i n g t o n ,  H a w o r th ,  H e r b e r t ,
H i r s t ,  P e r o i v a l .  S m i th ,  a n d  S t a c e y  (1 9 3 3 )  a n d  R e i c h s t e i n ,  ;
ttG r u s s n e r ,  a n d  O p p e n h a u e r  (1 9 3 3 )  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  a s c o r b i c  
a c i d s ,  b u t  i t  seem ed  d o u b t f u l  t h a t  t h i s  r e a c t i o n  c o u l d  
o p c u r  a t  t h e  pH o f  f e r m e n t i n g  y e a s t .  T he f i n d i n g s  o f  
Hynd (1 9 2 7 a )  do s u g g e s t ,  h o w e v e r ,  t h a t  a  c o m b i n a t i o n  o f  g l u c o ­
s o n e  a n d  p o t a s s i u m  c y a n i d e  c a n  o c c u r  a t  a b o u t  pH 7 ,  f o r  
i t  w as r e p o r t e d  t h a t  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  o f  g l u c o s o n e  
i n t o  r a t s  a n d .m i c e  a f f o r d e d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  t o x i c  
e f f e c t s  o f  i n j e c t e d  p o t a s s i u m  c y a n i d e ,  o r  i n h a l e d  g a s e o u s  
h y d r o g e n  c y a n i d e .
S h o u ld  a  c o m b i n a t i o n  o f  g l u c o s o n e , a n d  c y a n i d e  
t a k e  p l a c e  i n  t h e  s y s t e m  u s e d ,  t h e  e f f e c t s  w o u ld  b e  v e r y  
c o m p le x .  R em oval o f  c y a n i d e  c o u l d  p r o d u c e  a  s i m u l a t e d  
i n h i b i t o r y  e f f e c t  b y  a l l o w i n g  r e s p i r a t i o n ,  an d  r e m o v a l  o f  
g l u c o s o n e  a  d e c r e a s e d  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n .
A l l  f u r t h e r  m e a s u r e m e n t s  o f  a n a e r o b i c  f e r m e n t a t i o n  
w e re  c a r r i e d  o u t  i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  n i t r o g e n .
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F ig .I V *  G lu o o s e  f e r m e n t a t i o n .  E f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  
i n l i i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  a t  c o n s t a n t  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .
2Q0
150
too
TIME ( M I N S . )
Y e a s t ,  lOmg. w et w t . / S m i . ;  D - g l u c o s e ,  O.OHVl; D -g lu c o s o n e :  K - x .  , n one; o - o ,  O.OIOM; # - #  , 0 .085M ; A - A  , 0 .050M ;  A - A  , 0 .075M .
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2 . 3 . 3 *  I n h i b i t i o n  b y  Q s o n e s  i n  t h e  P r e s e n o e  o f  N i t r o n e n .
2 . 3 . 3 . 1 .  U s in g  w h o le  y e a s t  c e l l s .
T he i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  g lu G O so n e  o n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  i s  shown i n  
F i g . I V .  T he sam e g e n e r a l  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i s  d e m o n s t r a t e d  
a s  waS' shown w hen c y a n i d e  w as u s e d  a s  t h e  i n h i b i t o r  o f  r e s ­
p i r a t i o n .  A m o re  c r i t i c a l  c o m p a r i s o n  of^ t h e  r e s u l t s  show s 
t h a t  t h e  c y a n i d e  h a d  a  d e f i n i t e  e f f e c t  o n  t h e  am o u n t o f  
i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  t h e  o s o n e ,  ( T a b l e  I I . ) *  H e r e  t h e  
f e r m e n t a t i o n  r a t e  i s  c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  1 0 -4 0  m i n u t e  p o r t i b n  
o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  w hen t h e  r a t e  o f  c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  
i s  l i n e a r .
 ^ . T a b l e  I I . .
G lu c o s e  (M) G lu c o s o n e  (M)
F e r m e n t a t i o n  r a t e  
KCN Ng
% I n h i b i t i o n ' 
EON
0.01 — 284 308 — —
0.01 0.010 204 238 . 27 23
0 . 01:: 0 .0 2 5 110 146 61 52
0.01 0 .0 5 0 52 90 82 71
0.01 0 .0 7 5 20 64 93 79
( D a t a  f ro m  A p p e n d ix ,  T a b l e s  5 a n d  6 )
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F ig .V .  E f f e c t  o f  D- and L -g lu c o s o n eon g lu c o s e  f e r m e n t a t io n .
ISO
too
,4l.C0j
50403 02010
TIME (MIMS.)
Y e a s t ,  lOmg. w e t  w t . / S m l . ;  x —x  > 0*0B/I D - g l u c o s e ;  O.OIM D- 
g l u c o s e  + O.OIOM L - g l u o o s o n e ,  an d  O.OB/I D - g l u c o s e  + 0.0E5M  L - g l u o o s o n e ;  o —o  > O.OIM D - g l u c o s e  + O.OIOM D - g l u o o s o n e ;  
e , O.OIOM D - g l u c o s e  + 0.0S5M  D - g l u c o s o n e .
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F ig .V I .  C o m p e ti t iv e  i n h i b i t i o n  o f  g lu c o s ef e r m e n ta t io n  by D -g lu o o so n e .
*05
0 150 20050 100
T he c u r v e s  shov/n a r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  f ro m  t h e  p l o t t e d  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s .
V, r a t e  o f  GOg o u t p u t  p e r  h o u r ;  S ,  m o l a r  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  x - x  , no g l u c o s o n e ;  o - o  , O.OIOM 
D - g l u o o s o n e ;  # —# , 0 .0S5M  D - g l u c o s o n e ;  A -  A 0 .050M  
D - g l u c o s o n e ;  A—A » 0 .075M  D - g l u c o s o n e .
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The a p p a r e n t l y  g r e a t e r  i n h i b i t i o n  show n i n  t h e  
e x p e r i m e n t s  w h e re  c y a n i d e  w as p r e s e n t ,  i s  p r o b a b l y  a n  a r t e f a c t  
p r o d u c e d  b y  c o m b i n a t i b h  o f  t h e  c y a n i d e  w i t h  t h e . o s o n e .
T he c o n s e q u e n t '  i n c r e a s e  i n  r e s p i r a t i o n  w o u ld  t h e n  a p p e a r  
a s  a  r e d u c t i o n  i n  f e r m e n t a t i o n  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  
c o n d i t i o n s  u s e d .
The s p e c i f i c i t y  o f  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  p r o d u c e d  
by  g l u c o s o n e  i s  show n i n  F i g . V .  L - g l u o o s o n e ,  p r e p a r e d  
a n d  p u r i f i e d  by  a  p r o c e d u r e  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  f o r  
D - g l ù c o s o n e  show ed  n o  i n h i b i t o r y  e f f e c t  e v e n  a t  a  c o n c e n t r a ­
t i o n  a t  w h ic h  D - g l u c o s o n e  p r o d u c e d  c o m p le t e  i n h i b i t i o n . .
A m o re  c o m p r e h e n s iv e  s t u d y  o f  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  
o f  g l u c o s o n e  was now m a d e .  C o m m erc ia l  d r i e d  y e a s t  p e l l e t s  
w e re  u s e d  i n  t h i s  p a r t  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n ,  a s  t h i s  m a t e r i a l  
p r o v i d e s  r e a d i l y  a v a i l a b l e  s u s p e n s i o n s  o f  y e a s t  h a v i n g  a  
c o n s t a n t  f e r m e n t a t i v e  pow er,, T he c o l l e c t e d  r e s u l t s  o f  
t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  a n a l y s e d  i n  F i g . V I . The c u r v e s  
d raw n  a r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  m e th o d  p f  l e a s t  s q u a r e s ,  t h e  
p o i n t s  p l o t t e d  i n  t h e  f i g u r e  b e i n g  b a s e d  o n  e x p e r i m e n t a l  
r e s u l t s .  The c u r v e s  c u t  t h e  o r d i n a t e  a t  t h e  sam e p o i n t  a s  
t h e  c o n t r o l  a n d  t h e i r  s l o p e  i n c r e a s e s  w i t h  t h e  i n h i b i t o r  
c o n c e n t r a t i o n .  T h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by g l u c o s o n e  w o u ld  
s e em , f ro m  t h e s e  r e s u l t s ,  t o  b e  p u r e l y  c o m p e t i t i v e  i n  
n a t u r e .
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F i g .V I I .  E f f e c t  o f  y e a s t  c o n c e n t r a t i o n  on D-g lu c o s o n e  i n h i b i t i o n  o f  g lu c o s ef e r m e n t a t i o n .
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MG. YEAST (WET WT.)
Y e a s t ,  mg. w et w t . / 3 m l . ;  x — x  , O.OlQM D - g l u c o s e ;  o — o  , O.OIOM D ~ g lu c o s e  + 0.03M  D - g l u c o s o n e : —— , h y p o t h e t i c a l  cu r v e  f o r  a r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  o f  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n ; - . - . . — . ,  h y p o t h e t i c a l  c u r v e  f o r  an i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  o f  g l u c o s e  f e r m e n t a t io n .
T h i s  p u r e l y  c o m p e t i t i v e  e f f e c t  c o u l d  h e  d e m o n s t r a t e d  , 
o n l y  i n  t h e  10^40  m i n u t e  p e r i o d .  , T he n o n - l i n e a r  i n d u c t i o n  
p e r i o d  l a s t i n g  up  t o  10 m i n u t e s  i s  e x p e c t e d  a n d  o b s e r v e d  w i t h  
c o n t r o l  e x p e r i m e n t s  c o n t a i n i n g  no i n h i b i t o r .  T he  g r a d u a l  ' 5:
i n c r e a s e  o f  i n h i b i t i o n  a f t e r  40 m i n u t e s  c a n n o t  b e  d u e  t o  
a n y  r e l a t i v e  l o w e r i n g  o f  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  s i n c e  
t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  r e m a i n s  l i n e a r  a f t e r  t h i s  t i m e  w hen 
no i n h i b i t o r  i s  p r e s e n t .  . I t  m u s t  b e  d u e ,  t h e r e f o r e ,  t o  t h e  
p r o d u c t i o n ,  b y  g l u c o s o n e ,  o f  a n r e f f e e t  o t h e r  t h a n  t h e  
c o m p e t i t i v e  o n e  d e s c r i b e d .
The t r u e  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  i s  by  d e f i n i t i o n  
c o m p l e t e l y  r e v e r s i b l e  i n  i t s  a t t a c h m e n t  t o  t h e  en zy m e. I n  
some c a s e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h i s  r e v e r s i b i l i t y  
b y  s i m p l e  d i a l y s i s .  T he c o m p le x  n a t u r e  o f  t h e  s y s t e m  u s e d  
i n  t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s  m a k e s  t h i s  m e th o d  o f  i n v e s t i g a ­
t i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  e n z y m é - g lu c o s o n e  a t t a c h m e n t  i m p r a c t i c ­
a b l e ,  b u t  A okerm ann  a n d  P o t t e r  (1 9 4 9 )  h a v e  d e s c r i b e d  tw o 
s i m p l e  t e s t s  w h ic h  d i f f e r e n t i a t e  r e v e r s i b l e  an d  I r r e v e r s i b l e  
i n h i b i t o r s .
I n  t h e  f i r s t  o f  t h e s e  t e s t s  t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  
i s  d e t e r m i n e d  a t  d i f f e r e n t  enzym e c o n c e n t r a t i o n s ,  i n  t h e  
p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  i n h i b i t o r .  When f e r m e n t a t i o n  r a t e  i s  
p l o t t e d  a g a i n s t  enzym e a m o u n t ,  c h a r a c t e r i s t i c  c u r v e s  f o r  
s u b s t r a t e ,  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  a n d  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  
a r e  o b t a i n e d .  The a p p l i c a t i o n  o f  t h e  t e s t  t o  t h e  p r e s e n t  
w o rk  I s  show n i n  F i g . V I I .
-  72  -
F i g . V I I I .  E f f e c t  o f  y e a s t - g l u c o s o n e  p r e - i n c u b a t i o n  
on  t h e  am o u n t o f  i n h i b i t i o n .
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Y e a s t ,  lO m g. w e t  w t . / 3 m l . ;  D - g l u o o s e ,  O.OIM; D - g l u c o s o n e ,  0 .0 2 5 M . P r e - i n c u b a t i o n  t i m e  i s  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  t h e  
y e a s t  r e m a in s  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  i n h i b i t o r  b e f o r e  t h e  
a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e .
-  75 -
T he r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  o f  O.OIM g l u c o s e  by 
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  y e a s t  was d e t e r m i n e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  O.OSM g l u c o s o n e .  T he c u r v e  f o r
. th e  o s o n e - i n h i b i t e d  f e r m e n t a t i o n  i s  show n to .  h a v e  p r o p e r t i e s
\i n t e r m e d i a t e  b e tw e e n  t h o s e  o f  a  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  an d  
a n  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  ( h y p o t h e t i c a l  e x a m p le s  a r e  
i l l u s t r a t e d ) . I t  w o u ld  a p p e a r ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  g l u c o s o n e  
f a l l s  i n t o  t h e  " p s e u d o - i r r e v e r s i b l e * ^  c a t e g o r y  o f  A okerm ann  
a n d  P o t t e r  ( 1 9 4 9 ) ,  h a v i n g  a n  e x t r e m e l y  s m a l l  e n z y m e - i n h i b i t o r  
d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t .  T h i s  t y p e  o f  i n h i b i t o r  i s  d i s c u s s e d  
m o re  f u l l y  i n  s e c t i o n  2 . 5 . 5 .
T h e s e  a u t h o r s  d e s c r i b e  a  s e c o n d  t e s t  i n  w h ic h  t h e  
t h e  e f f e c t  o f  t i m e  d u r a t i o n  o f  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o n t a c t  o n  
t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  i s  d e t e r m i n e d .  W arb u rg  f l a s k s  
w i t h  tw o s i d e  l i m b s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  g l u c o s o n e  
b e i n g  p l a c e d  i n  o n e  l i m b ,  g l u c o s e  i n  t h e  o t h e r ,  a n d  y e a s t  
s u s p e n s i o n  i n  t h e  m a in  c o m p a r tm e n t .  .T h e  o s o n e  w as t i p p e d  
a t  z e r o  t im e , a n d  t h e r e a f t e r  t h e  g l u c o s e  w as a d d e d  s u c c e s s ­
i v e l y  a t  5 m i n u t e  i n t e r v a l s .  O o n t r o l  f l a s k s  w e re  r u n  i n ,  
w h ic h  t h e  g l u c o s e  a n d  g l u c o s e  p l u s  g l u c o s o n e  w e r e  a d d e d  t o  
t h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  a t  z e r o  t i m e .
T he r e s u l t s  show n i n  F i g . V I I I . d e m o n s t r a t e  t h a t  
t h e  am o u n t o f  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  
g l u c o s o n e  d e p e n d s  o n  t h e  t i m e  t h a t  t h e  y e a s t  i s  p r e ­
i n c u b a t e d  w i t h  t h e  i n h i b i t o r .
-  74 ~
F ig * IX . E f f e c t  o f  D -g lu o o so n e  on a c t i v e l y  fe rm e n t in gy e a s t  and o f  D -g lu c o se  on g l u c o s o n e - t r e a t e dy e a s t .
500
200
pl.co.
100
10 20 30 40
TIME Ch i N s . )
50 60
Y e a s t ,  lOmg. w e t  w t . / 3 m l . ;  A — A  , O.OIM D - g l u c o s e  a d d e d  15 m i n u t e s  a f t e r  0 .04M  D -g lu co so n e ^ ;  A — A  , 0 .04M  D- 
g l u c o s o n e ;  e — #  , 0 .04M  D - g l u c o s o n e  a d d e d  15  m i n u t e s  
a f t e r  O.OIM D - g l u c o s e ;  o — o , O.OIM D - g l u c o s e .
-  75 -
The c o n c l u s i o n  d raw n  f ro m  t h e s e  t e s t s ,  n a m e ly ,  
t h a t  a  v e r y  s l o w l y  r e v e r s i b l e  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o m p le x  i s ,  
f o r m e d ,  w o u ld  e x p l a i n  t h e  g r a d u a l  I n c r e a s e  o n  i n h i b i t i o n  
w h ic h  h a s  b e e n  o b s e r v e d  ( 2 . 3 . 5 . 1 , ) .  T he am o u n t o f  g l u c o s o n e  
c o m b in e d  w i t h  enzym e g r a d u a l l y  i n c r e a s e s  u n t i l  e v e n t u a l l y  
c o m p le t e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  enzym e o c c u r s .  A t t h i s  s t a g e  no 
f u r t h e r  f e r m e n t a t i o n  s h o u l d  o c c u r .
G o l d s t e i n  (1 9 5 1 )  h a s  d e s c r i b e d  a  t e s t  b y  w h ic h  i t  
i s  p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  t h e  s p e e d  a t  w h ic h  a n  enzym e- 
i n h i b i t o r - s u b s t r a t e  c o m p le x  a t t a i n s  e q u i l i b r i u m .  T h i s  t e s t  
a l s o  g i v e s  a n  i n d i c a t i o n  o f  t h e  r a t e  a t  w h ic h  t h e  enzym e- 
i n h i b i t o r - c o m p l e x  d i s s o c i a t e s .  W arbu rg  f l a s k s . w i t h  two 
s i d e  l i m b s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  e x p e r im e n t*  I n  f l a s k  A, 
g l u c o s o n e  w as a d d e d ,  an d  i n  f l a s k  B , g l u c o s e  w as a d d e d ,  t o  
t h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  a t  z e r o  t i m e .  A f t e r  n o t i n g  t h e  r a t e  o f  
f e r m e n t a t i o n  f o r  15  m i n u t e s ,  g l u c o s e  w as a d d e d  t o  f l a s k  A 
a n d  g l u c o s o n e  t o  f l a s k  B . The r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  was 
t h e n  n o t e d  f o r  a  f u r t h e r  45 m i n u t e s .
F i g . I X .  show s t h e  r e s u l t s  o f  o n e  s u c h  e x p e r i m e n t .
T h e  r a t e s  o f  f e r m e n t a t i o n  t e n d  t o  a p p r o a c h  o n e  a n o t h e r  b u t  
w i t h i n  t h e  l i m i t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  t i m e  n e v e r  becom e 
e q u a l .  T he i n h i b i t i o n  c a u s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  o s o n e  t o  
t h e  a c t i v e l y  f e r m e n t i n g  g l u c o s e  i s  a p p a r e n t  m uch s o o n e r  
t h a n  t h e  s m a l l  am o u n t o f  f e r m e n t a t i o n  w h ic h  o c c u r s  when 
g l u c o s e  i s  a d d e d  t o  t h e  g l u c o s o n e - y e a s t  m i x t u r e .  As t h e  "
-  76 -
F ig .X .  K o n -c o m p e t i t iv e  i n h i b i t i o n  o f  g lu c o s ef e r m e n ta t io n  by D -g lu o o so n e ,
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The c u r v e s  shown a r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  f ro m  t h e  p l o t t e d  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s ,  v ,  
r a t e  o f  COg o u t p u t  p e r  mg, w e t  w t .  o f  y e a s t  p e r  h o u r ;  o ^ K — X , no  g l u c o s o n e ;S * m o l a r  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  
o  —o> 0.025M  D - g l u c o s o n e ,
-  77 -
t i m e  t a k e n  f o r  b o t h  f l a s k s  t o  r e a c h  t h e  sam e e q u i l i b r a t e d  
s t a t e  i s  a  m e a s u r e  o f  t h e  s p e e d  o f  d i s p l a c e m e n t  o f  s u b s t r a t e  
b y  i n h i b i t o r ,  a n d  v i c e  v e r s a ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  r e m o v a l  
o f  i n h i b i t o r  b y  s u b s t r a t e  i s ,  i n  t h i s  i n s t a n c e ,  a  much 
s l o w e r  r e a c t i o n  t h a n  t h e  r e m o v a l  o f  s u b s t r a t e  b y  i n h i b i t o r .
As t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s o n e  o n  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  
h a d  b e e n  show n t o  v a r y  w i t h  t i m e ,  t h e  t y p e  o f  i n h i b i t i o n  
e x h i b i t e d  b y  t h e  o s o n e  a f t e r  p r e - i n c u b a t i o n  w as i n v e s t i g a t e d .  
U s in g  W a rb u rg  f l a s k s  h a v i n g  tw o s i d e  l i m b s ,  g l u c o s o n e  w as 
a d d e d  t o  a  y e a s t  s u s p e n s i o n  a t  z e r o  t i m e ,  an d  t e n  m i n u t e s  
l a t e r ,  g l u c o s e  w as t i p p e d  i n .  T he f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
g l u c o s o n e  w as 0 .0 E 5 M ,w h i le  t h a t  o f  g l u c o s e  v a r i e d  f r o m  
0 .0075M  t o  OiOSOM. C o n t r o l s  w i t h o u t  i n h i b i t o r  w e re  r u n  
a t  a l l  c o n c e n t  r a t  io i^ s  o f  g l u c o s e .
The r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  a n a l y s e d  i n  
F i g . X . ,  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  w as n o n - c o m p e t i t i v e  
i n  n a t u r e .
T he e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  so  f a r  g a v e  r e s u l t s  
w h ic h  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  d i s p l a y e d  b y  
g l u c o s o n e  o n  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  c h a n g e s ,  f ro m  a  p u r e l y  com­
p e t i t i v e  i n l i i b i t i o n  t o  a  n o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n ,  w i t h  
t h e  f o r m a t i o n  f i n a l l y ,  o f  a n  a l m o s t  i r r e v e r s i b l e  en zy m e-  
i n h i b i t o r  c o m p le x .  T h i s  c h a n g e  w o u ld  seem  t o  b e  d e p e n d e n t  
o n  t h e  t i m e  t h a t  t h e  i n h i b i t o r  i s  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  
y e a s t  c e l l .  F u r t h e r  a s p e c t s  o f  t h e s e  r e s u l t s  a r e  d i s c u s s e d  
i n  s e c t i o n  2 . 5 .
"V.
-  78 -
F ig .X I .  E f f e c t  o f  D -g lu c o so n e  on g lu c o s ef e r m e n ta t io n  by d ry  i c e  y e a s t .
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Y e a s t ,  25mg. w e t  w t . / 5 m l .  ; D - g l u o o s e ,  O.OIM;-JC—x  , no g l u c o s o n e ;  o — o  , O.OIM D - g l u o o s o n e ;  # — e , O.OSM D - g l u c o s o n e .
-  -  79 _ ■'
2 .5 .5 * 2 *  U s in g  d r y  i c e  y e a s t .
T h e , e f f e c t  o f  c o n t a c t  t i m e  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
i n h i b i t i o n  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  i n  t e r m s  o f  d i f f e r e n t  d i f f u s i o n  
r a t e s  o f  s u b s t r a t e  a n d  i n h i b i t o r .
A s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  g l u c o s o n e  i n  a  c e l l - f r e e  
f e r m e n t i n g  s y s te m  w o u ld  show  d i r e c t l y  w h e t h e r ; t h e  c e l l , 
m em b rane  s u p e r im p o s e d  s e c o n d a r y  e f f e c t s  o h  t h e  g e n e r a l  
i n h i b i t o r y  p a t t e r n ;  h o w e v e r  a s  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e s e  
e x t r a c t s  c a u s e s  c o n s i d e r a b l e  d i s o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  enzym e 
s y s t e m  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  w e r e  n o t  u s e d  i n  t h i s  p a r t  o f  t h e  
i n v e s t i g a t i o n .
A s u i t a b l e  f e r m e n t i n g  s y s t e m  i s  p r o v i d e d  by  t h e  
d r y  i c e  y e a s t  p r e p a r a t i o n  ( P a r t  I I I *  5 . 5 . ) |  f o r  i t  p r o v i d e s  
â n  enzym e s o u r c e  f o r  f e r m e n t a t i o n s  i n  W hich  t h e  i n d u c t i o n  
p e r i o d  i s  r e d u c e d  t o  z e rO i  D ix o n  a n d  A t k i n s  (1 9 1 5 )  a n d  
L y n e n  (1 9 5 9 )  h a v e . s h o w n  t h a t  p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r s  c a n  b e  
o v e rc o m e  b y  e x p o s i n g  y e a s t  c e l l s  t o  l i q u i d  a i r  o f  l i q u i d  
n i t r o g e n .  K r e b s ,  G u r i n ,  a n d  E g g l e s t o n  (1 9 5 2 )  h a v e  a l s o  
show n t h a t  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  y e a s t  c e l l s  t o  d i -  a n d  t r i ­
c a r b o x y l i c  a c i d s  i s  i n c r e a s e d  by  l e s s  r i g o r o u s  c o l d  t r e a t m e n t .
I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  a n y  e f f e c t s  w h ic h  may b e  p r o d u c e d  o n  t h e  
p r e s e n t  s y s t e m  b y  p e r m e a b i l i t y ,  b a r r i e r s ,  w i l l  b e  rem o v e d  b y  
c o l d  t r e a t m e n t .
T he i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  g l u c o s o n e  o n  t h e  •?'
f e r m e n t a t i o n ,  o f  g l u c o s e  u s i n g  d r y  i c e . y e a s t  i s  show n i n  F ig .X I , .
. . . .  . .  . ..
— so *■
F ig  • X I I .  C o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  o f  g l u c o s e  f e m e n t a t i o n  
b y  D - g l u o o s o n e ,  u s i n g  d r y  i c e  y e a s t *
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The c u r v e s  shown a r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  
f ro m  t h e  p l o t t e d  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s .  v ,  r a t e  o f  COg 
o u t p u t  p e r  m g. w e t  w t .  o f  y e a s t  p e r  h o u r ;  S ,  m o l a r  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  x — x  , no g l u c o s o n e ;  o  — o  , O.OIM D- 
g l u c o s o n e ;  e , 0 .02M  D - g l u c o s o n e .
_ 8 i ;  r
T he am o u n t o f  y e a s t  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  w as g r e a t e r  
t h a n  u s u a l ,  i n  o r d e r  t o  p e r m i t  a  r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  e q u a l  
t o  t h a t  o b t a i n i n g  n o r m a l l y  w i t h  O.OliVI g l u c o s e .  The o s o n e  
e x h i b i t e d  a  s t r o n g e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i n  t h i s  s y s t e m ,  a  
r a t i o  o f  o s o n e  t o  g l u c o s e  o f  5 t o  1 r e s u l t i n g  i n  c o m p le t e  
i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n .  T h i s  i n c r e a s e d  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  i n c r e a s e d  a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  
s u b s t r a t e  a n d  t h e  i n h i b i t o r  i n  t h i s  s y s t e m .  I t  w as f o u n d  
t h a t  t h e r e  w as no i n i t i a l  f e r m e n t a t i o n  l a g  p e r i o d  u s i n g  c o l d -  
t r e a t e d  y e a s t ,  so  t h a t  t h e  r a t e  o f  f e r m e n t a t i o n  w as m e a s u r e d  
o v e r  t h e  p e r i o d  0 - 2 0  m i n u t e s .  The r e s u l t s  w e re  a n a l y s e d  
b y  t h e  m e th o d  o f  L i n e w e a v e r  a n d  B u rk  ( 1 9 3 4 ) » i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  t h e  t y p e  o f  i n h i b i t i o n .  As t h e  i n h i b i t i o n  w as 
c o m p e t i t i v e  i n  n a t u r e  ( . F i g . X I I . ) |  i t  w as c o n s i d e r e d  p r o b a b l e  
t h a t  t h e  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  c e l l  m em b rane  do 
n o t  e x e r t  a n y  s p e c i f i c  e f f e c t  on  t h e  d e m o n s t r a b l e  i n h i b i t i o n .
I t  w as c o n s i d e r e d  p o s s i b l e ,  th o u g h  i m p r o b a b l e ,  t h a t  
ATP m ig h t  b e  a  r a t e - l i m i t i n g  f a c t o r  i n  t h e  f e r m e n t a t i o n  w hen 
o s o n e  w as p r e s e n t  i n  a d d i t i o n  t o  g l u c o s e .  A f e r m e n t i n g  
s y s te m  w h ic h  r e q u i r e d  ATP f o r  f u l l  a c t i v i t y  was o b t a i n e d  b y  
k e e p i n g  a  d r y  i c e  y e a s t  p r e p a r a t i o n  a t  0 °  f o r  10 d a y s .  T he 
e f f e c t s  o f  g l u c o s o n e  i n h i b i t i o n  on  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  l i m i t i n g  am o u n t o f  ATP i s  show n i n  T a b l e  I I I .
G lu c o s e  a n d  g l u c o s e  p l u s  g l u c o s o n e  w e re  f e r m e n t e d  
i n  t h e  a b s e n c e , a n d  i n  t h e  p r e s e n c e ^ o f  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s
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Of ATP. T he I n h i b i t i o n  I s  s e e n  t o  b e  t h e  sam e i n  e a c h  
c a s e .
t a b le  I I I .
—
ATP (M) 
0 .0 0 1 0 .0 0 6
G l u c o s e ,  0.011VÏ. 405 453 519
G l u c o s e ,  O.OIM + [ / ^ 0 0 ^
G lu c o s o n e ,  O.OIM. 171 207 207
io I n h i b i t i o n  . 58 54 60
( D a ta  f ro m  A p p e n d ix »  T a b l e  24)
T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  
p r o d u c e d  b y  g l u c o s o n e  i s  n o t  a f f e c t e d  b y  a n y  p e r m e a b i l i t y  
c h a n g e s ,  n o r  i s  i t  d e p e n d e n t  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a v a i l a b l e  ATP.
2 . 3 . 3 . 3 .  U s in g  C e l l - f r e e  E x t r a c t s .
T he i n v e s t i g a t i o n s  o n  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  
g l u c o s o n e  on  w h o le  c e l l  f e r m e n t a t i o n  h a v e  show n t h a t  a t  
some s t a g e  i n  t h e  b re a k d o w n  o f  g l u c o s e ,  g l u c o s o n e ,  o r  some 
p r o d u c t  o f  t h e  f u r t h e r  m e t a b o l i s m  o f  g l u c o s o n e ,  c o m p e te s  
w i t h  à  n o rm a l  m e t a b o l i t e  f o r  a n y  enzym e s u r f a c e .  I n  a n  
a t t e m p t  t o  l o c a t e  t h i s  i n h i b i t i o n ,  t h e  e f f e c t s  o f  g l u c o s o n e
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F i g • X I I I .  E f f e c t  o f  D - g l u c o s o n e  on  t h e  f e r m e n t a t i o n  
o f  f r u c t o s e - 1 : 6 - d i p h o s p h a t e .
ISO
I CO
5 0  “
0 2010 4 03 0
T I M E  (M IN S .)
C e l l - f r e e  y e a s t  e x t r a c t  1 .0 m l , X — X O.OlIvi FDP a n d  O.OlMFDP + O.OBM D - g l u c o s o n e ;  A—A , O.OIIVI FDP + 0.04M  D- g l u c o s o n e ;  # —•  , O.OIM FDP + Q.08M D - g l u c o s o n e ;  o - o0.08M  D - g l u c o s o n e .
' ' — - '84: ' —'
o n  c e l l - f r e e  f e r m e n t a t i o n ,  w e r e  s t u d i e d .
A c e l l - f r e e  e x t r a c t  w as p r e p a r e d  f ro m  d r i e d  
b a k e r s \  y e a s t  a s  d e s c r i b e d  i n  P a r t  I I I #  3 . 2 . ,  As show n 
i n  F i g « X I I I . ,  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s o n e  up  t o  0.Q8M f a i l e d  
t o  show  a n y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  O.OIM" 
f r u c t o s e  d i p h o s p h o r i c  a c i d .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  
i n h i b i t i o n  o c c u r s  a t  some s t a g e  b e f o r e  t h e  b r e a k d o w n  o f  
d i p h o s p h o r i c  a c i d .
The f e r m e n t a t i o n  o f  O.OIM g l u c o s e  w as i n h i b i t e d  
c o m p l e t e l y  b y  0 .03M  g l u c o s o n e ,  u s i n g  t h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  
a s  show n i n  T a b l e  IV .  T he i n c r e a s e d  i n h i b i t o r y  e f f e c t  
e x h i b i t e d  b y  t h e  o s o n e  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  e a s e  o f  
c o m b i n a t i o n  o f  t h e  enzym.e a n d  i n h i b i t o r  i n  t h i s  d i s o r g a n i s e d  
s y s t e m .  ... ■
T a b l e  I V .
G l u c o s e  (M) G l u c o s o n e  (M)
■ —  
I n h i b i t i o n
0 . 0 1 — -
0 . 0 1 0 .0 0 5 28
0 . 0 1 0 .0 1 0 46
0 . 0 1 0 . 0 1 5 76
0 . 0 1 0 .0 2 0 88
0 . 0 1 0 .0 3 0 97
( D a t a  f ro m  A p p e n d ix ,  T a b l e  26)
 ^ -t '  u i ' l .  .
■ 3
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A l th o u g h  t h e  a d d i t i o n  o f  ATP w as n e c e s s a r y  i n  
o r d e r  t o  o b t a i n  a  s a t i s f a c t o r y  f e r m e n t a t i o n  r a t e ,  f u r t h e r  
e x p e r i m e n t s  show ed  t h a t  t h e  ATP c o n c e n t r a t i o n  w as  n o t  
l i m i t i n g  i n  t h e  i n h i b i t e d  s y s t e m  ( T a b l e  V . ) .
T a b l e  7 .
0 . 0 0 3
ATP
0 .0 0 6
(M)
0 .0 1 2
G l u c o s e ,  O .O M . 204 1 8 4 206
G l u c o s e ,  O.OIM + r ^ l  COg
G l u c o s o n e ,  O.OIM 90 92 1 1 8
fo I n h i b i t i o n : 46 50 43
( D a t a  f ro m  A p p e n d ix ,  T a b l e  27)
I t  w as n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f
' - V
t h e  i n h i b i t i o n  u s i n g  t h e  d r y  i c e  y e a s t  p r e p a r a t i o n ,  o r  
t h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t ,  a s  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n ts  o f  t h e  c h a n g e s  
o f  f e r m e n t a t i o n  r a t e  c o u l d  n o t  b e  made w i t h  v a r y i n g  s u b ­
s t r a t e  a n d  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s .
Cv
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2 . 4 .  D l s o u s s i o n  o f  E x p e r i m e n t a l  R e s u l t s .
2 . 4 . 1 .  T h e  S i t e  o f  I n h i b i t i o n .
T he r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  f e r m e n t a t i o n  experi*^  
m e n t8 show  t h a t  u n d e r  c e r t a i n  d e f i n e d  c o n d i t i o n s  g l u c o s o n e  
w i l l  c o m p e te  w i t h  g l u c o s e  f o r  a n i  enzym e i n  t h e  g l y c o l y t i c  
s e q u e n c e .  G o t t s c h a l k  ( 1 9 4 4 ) ^ i n  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  
o f  H o p k in s  a n d  R o b e r t s  (1 9 3 5 ) ,  c o n c lu d e d  f r o m  t h e  r e l a t i o n ­
s h i p  b e tw e e n  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  r a t e  o f  m e t a b o l i s m ,  
t h a t  t h e  h e x o k i n a s e - c a t a l y s e d  r e a c t i o n  w as t h e  s l o w e s t  s t e p  
i n  t h i s  p r o c e s s .  On t h e  b a s i s  o f  p u r e l y  k i n e t i c  s t u d i e s ,  
i t  may b e  a s s u m e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  c o m p e t i t i o n  o b s e r v e d  
b e tw e e n  s u b s t r a t e  a n d  i n h i b i t o r  i s  p r o d u c e d  i n  r e l a t i o n  t o
h e x o k i n a s e .  T he  f a i l u r e  o f  g l u c o s e  t o  i n h i b i t  t h e  f e r m e n t a -' / t
t i o n  o f  f r u c t o s e - 1 : 6 - d i p h o s p h a t e  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  
s u p p o r t s  t h i s  v i e w .
Or am er  a n d  W oodward (1 9 5 2 )  on  s i m i l a r  g r o u n d s ,  
h a v e  show n t h a t  2 - d e o x y  g l u c o s e  i n h i b i t s  g l u c o s e  f e r m e n t a -  - 
t i o n  a t  t h e  h e x o k i n a s e  s t a g e ,  b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a  
p h o s p h o r y l a t e d  d e r i v a t i v e  i s  t h e  a c t u a l  i n h i b i t i n g  a g e n t .
A d i r e c t  p r o o f  o f  t h e  s i t e  o f  t h e  i n h i b i t i o n ,  a n d  t h e  
n a t u r e  o f  t h e  a c t u a l  i n h i b i t o r  c a n  b e  o b t a i n e d  o n l y  b y  t h e  
u s e  o f  i s o l a t e d  p u r i f i e d  e n z y m e s .
T he r e s u l t s  o b t a i n e d  b v  B a r r o n  e t  a l  (1 9 4 8 )  a n d  
R o t h s t e i n  e t  a l  (1 9 5 1 )  o n  t h e  i n h i b i t i o n ,  o f  y e a s t  f e r m e n t a t i o n
-  87 -
b y  u r a n i u m ,  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  e a r l i e r  ( I . E . ) .  H u r v d t z  
a n d  R o t h s t e i n  (1 9 5 1 )  h o w e v e r ,  show ed  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  
p r o d u c e d  b y  u r a n iu m  o n  f r u c t o s e  a n d  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  
i s  c o m p e t i t i v e  a n d  n o n - c o m p e t i t i v e  r e s p e c t i v e l y .  A 
s p e c i f i c  f r u c t o s e - u r a n i u m  c o m b i n a t i o n  w as a l so  r e p o r t e d ^  
so  t h a t  t h e  k i n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  u r a n i u m - i n h i b i t e d  
f r u c t o s e  f e r m e n t a t i o n  p r o b a b l y  s i g n i f i e d  a  c o m p e t i t i o n  
b e tw e e n  u r a n iu r a  a n d  t h e  c e l l  f o r  a v a i l a b l e  f r u c t o s e .
R o t h s t e i n  ^  a ±  (1 9 5 1 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  am ount 
o f  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  u r a n iu m  i s  d e p e n d e n t ,  t o  some e x t e n t ,  
o n  t h e  t i m e  o f  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o n t a c t ,  f o r  im m e d ia te  
i n h i b i t i o n  w as p r o d u c e d  w hen  u r a n iu m  was a d d e d  10 m i n u t e s  
b e f o r e ,  o r  a t  t h e  same t i m e  a s  g l u c o s e ,  b u t  w hen  a d d e d  10 
m i n u t e s  a f t e r  t h e  g l u c o s e ; t h e  i n h i b i t i o n  w as n o t  m a x im a l 
f o r  60 m i n u t e s .  T he  e f f e c t s  o f  g r e a t e r  e n z y m e -u r a n iu m  
p r e - i n c u b a t i o n  t i m e s  on  t h e  p r o d u c e d  i n h i b i t o r y  p a t t e r n ^  
w e re  n o t  r e p o r t e d  h o w e v e r .  As b o t h  B a r r o n  ^  a l  ( 1 9 4 8 ) ,  
a n d  R o t h s t e i n  a n d  L a r r a b e e  ( 1 9 4 8 ) ,  show ed t h a t  u r a n iu m  e x e i - t e d  
i t s  e f f e c t  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  u n d e r , 
t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  b y  H u r w i t z  a n d  R o t h s t e i n ,  a n  am oun t o f  
t h e  c e l l  s u r f a c e  w as r e n d e r e d  im p e r m e a b le  t o w a r d s  g l u c o s e  
s u f f i c i e n t  t o  p r o d u c e  n o n - c o m p e t i t i v e  e f f e c t s .  I n  a n  
e a r l i e r  i n v e s t i g a t i o n ^ S l a t e r  a n d  S an d  (1 9 1 0 )  c a l c u l a t e d  t h a t  
d i f f u s i o n  o f  f r e e  g l u c o s e  i n t o  t h e  y e a s t  c e l l  w as  r a p i d  e n o u g h  
t o  a c c o u n t  f o r  n o r m a l  m e t a b o l i c  r a t e s .  The " a c t i v e  t r a n s p o r t ”
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o f  g l u c o s e  i n t o  t h e  y e a s t  c e l l  a s !  p r o p o s e d  h y  R o t h s t e i n  
^  ^ , i s  t h e r e f o r e  u n n e c e s s a r y ,  a n d  t h e  p o s t u l a t e d  l o c a t i o n  
o f  a  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i n g  enzym e on  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
c e l l  i s  n o t  p r o v e n  b y  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d .
E v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  b y  C ra m e r  a n d  
W oodward (1 9 5 2 )  w h ic h  i s  c o n s i d e r e d  t o  s u p p o r t  t h e  s u g g e s t e d  
l o c a t i o n  o f  a  p h o s p h o r y l a t i n g  enzym e a t  t h e  y e a s t  c e l l  
s u r f a c e .  T hey  show ed t h a t  2 - d e o x y  g l u c o s e  i n h i b i t e d  g l u c o s e  
f e r m e n t a t i o n  b y  w h o le  y e a s t  c e l l s  b u t  d i d  n o t  i n h i b i t  g l u c o s e  
f e r m e n t a t i o n  b y  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  d u r i n g  t h e  p r e l i m n a r y  
4 0 -5 0  m i n u t e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  The i n h i b i t i o n  o f  w h o le  
c e l l  f e r m e n t a t i o n  w as t h e r e f o r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  d u e  t o  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  a  s u r f a c e  enzym e r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p a s s a g e  
o f  g l u c o s e  i n t o  t h e  c e l l .  F rom  i t s  r e c o g n i s e d  r a t e -  
l i m i t i n g  a c t i o n  i n  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n , i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  
h e x o k i n a s e  i s  t h e  enzym e c o n c e r n e d  i n  t h i s  i n h i b i t i o n .
I t  i s  t h e r e f o r e  d i f f i c u l t  t o  u n d e r s t a n d  how c e l l - f r e e  f e r m e n t a ­
t i o n  i s  n o t  i n h i b i t e d  b y  2 - d e o x y  g l u c o s e .  As C ra m e r  a n d  
Woodvmrd a l s o  r e p o r t e d  t h a t  ATP becam e r a t e - l i m i t i n g  a f t e r  
a  4 0 -5 0  m i n u t e s  f e r m e n t a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 - d e o x y  
g l u c o s e ,  u s i n g  t h e  c e l l - f r e e  s y s t e m ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f . i n h i b i t o r  u s e d  w e re  i n s u f f i c i e n t  t o  d i s p l a y  
a n y  im m e d ia t e  s i g n i f i c a n t  e f f e o t .  T h e s e  r e s u l t s  w o u ld  seem  
t o  p r o v i d e  no  f u r t h e r  p r o o f  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  a n  e s s e n t i a l  
g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i n g  enzym e a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .
'r  s
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T he  p r e s e n t  e x p e r i m e n t â  show t h a t  g l u c o s o n e ,  o r  
a  m e t a b o l i c  d e r i v a t i v e  o f  g l u c o s o n e ,  c o m p e te s  w i t h  g l u c o s e  
f o r  some enzym e i n  s u c h  a  w ay t h a t  t h e  ATP c o n c e n t r a t i o n  
i s  n o t  a  f u n c t i o n  o f  t h i s  i n h i b i t i o n .  As i t  h a s  a l s o  b e e n  
show n t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o c c u r s  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  
a t  n o n - l i m i t i n g  ATP c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  e f f e c t  i s  n o t  d u e  
t o  t h e  l o c a t i o n  o f  a n  enzym e o r  enzym es a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .
T h e r e  i s  no  e v i d e n c e  t o  show  t h a t  2 - d e o x y  g l u c o s e  
a n d  g l u c o s o n e  e x e r t  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  y e a s t  f e r m e n t a ­
t i o n  a t  t h e  sam e p o i n t ,  a l t h o u g h  b o t h  a r e  known t o  b e  p h o s ­
p h o r y l a t e d  b y  h e x o k i n a s e  (C r a m e r  an d  W oodw ard , 1 9 5 2 ;
J o h n s t o n e  a n d  M i t c h e l l ,  1 9 5 3 ) .  I t  i s  p o s s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  
t h a t  tw o d i f f e r e n t  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  a r e  b e i n g  d e m o n s t r a t e d  ; 
w h ic h  g i v e  s i m i l a r  o v e r a l l  r e s u l t s  i n  w h o le  y e a s t  c e l l  
f e r m e n t a t i o n .
T h u s  t h e  s i t e  o f  t h e  i n h i b i t i o n  h a s  n o t  b e e n  
d e f i n i t e l y  a s c e r t a i n e d ,  a l t h o u g h  i t  i s  m o s t  p r o b a b l e  t h a t  
e i t h e r  h e x o k i n a s e  i s  i n h i b i t e d  d i r e c t l y  b y  t h e  o s o n e ,  o r  i n  a n  
i n d i r e c t  m a n n e r  b y  a  d e r i v a t i v e  o f  g l u c o s o n e .  T he  p h o s p h o ­
r y l a t i o n  s t u d i e s  r e p o r t e d  l a t e r  t e n d  t o  c o n f i r m  t h i s  
s u p p o s i t i o n .
2 . 4 . 2 .  T he S n e c i f i o i t v  o f  t h e  I n h i b i t i o n .
T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  i s  s p e c i f i c  f o r  D - g l u c o s o n e  
a s  e v i d e n c e 4b y  t h e  l a c k  o f  i n h i b i t o r y  e f f e c t  show n by  t h e  
L - i s o m e r .  As t h e  D - g l u c o s o n e  w as p r e p a r e d  an d  p u r i f i e d .
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b y  a  m e th o d  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  f o r  D - g l u c o s o n e ,  t h e  *
i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  t h e  l a t t e r  i s  n o t  d u e  t o  a n y  i m p u r i t y  -T;-"
, y .p r e s e n t .  C h r o m a to g r a p h ic  a n a l y s i s  (Pexrt H I .  5 . )  was a l s o  
u s e d  t o  c h e c k  t h e  h o m o g e n e i t y  o f  t h e  o s o n e  s a m p l e s .  Hynd 
(1 9 2 7 a )  r e a c h e d  s i m i l a r  c o n c l u s i o n s  r e g a r d i n g  t h e  e f f e c t  o f  
D - g l u c o s o n e ,  by  sh o w in g  t h a t  l a c t o s o n e  a n d  m a l t o s o n e  h a d  no 
e f f e c t  o n  a n i m a l s ,  w h e r e a s  t h e  p r o d u c t s  o f  a c i d  h y d r o l y s i s  o f  
t h e s e  o s o n e 8 g a v e  r e s u l t s  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  t o x i c  e f f e c t s  
show n b y  D - g l u c o s o n e  i t s e l f .  T he  m o re  c o m p r e h e n s iv e  in v e s t ig a te : : , , , ;  
i n g  o f  B ayne  ( 1 9 5 2 ) ,  i n  c o n f i r m i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  D- 
g l u o o s o n e  e f f e c t  i s  c o n s i d e r e d  i n  s e c t i o n  1 . 9 . 2 .
Woodward a n d  H u d so n  (1 9 5 3 )  h a v e  show n t h a t  g l u c o s a -  
m in e  i n h i b i t s  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n ,  a l t h o u g h  t o  a  s m a l l e r  ^
e x t e n t  t h a n  d o e s  2 - d e o x y  g l u c o s e .  M ore r e c e n t l y  W oodw ard, , '
C r a m e r ,  a n d  H u d so n  (1 9 5 5 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  2 - c h l o r o - 2 -  
d e o x y  g l u c o s e  a n d  i s o - g l u c o s a m i n e  b o t h  show  some - i n h i b i t o r y  
e f f e c t  t o w a r d s  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n .  T he  n e g a t i v e  e f f e c t  
o f  a  n u m b e r  o f  o t h e r  g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  a n a l o g u e s  on  
f e r m e n t a t i o n ,  w as a l s o  r e p o r t e d .
I t  i s  p o s s i b l e  t o  s u g g e s t ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h o s e  
s u b s t a n c e s  w h ic h  i n h i b i t  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  b y  y e a s t ,  do yov
s o  b y  r e a s o n  o f  a  s t r u c t u r a l  c h a n g e  on  02 o f  t h e  n a t u r a l  
s u b s t r a t e .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  i n h i b i t o r s  com - 
b i n e  v^^ith . t h e  sam e enzym e t o  p r o d u c e  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t .
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2 . 5 .  K i n e t i c s .
2 . 5 . 1 .  I n t r o d u c t i o n ; .
A k n o w le d g e  o f  t h e  k i n e t i c s  o f  enzym e r e a c t i o n s
m akes  p o s s i b l e  a  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  known t y p e s  o f  enzym e
. '  '  '  .
i n h i b i t i o n ,  a n d  a l s o  some u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m e c h an ism  
o f  t h e s e  r e a c t i o n s .  F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  enzym e r e a c t i o n s  
h a v e  b e e n  a n a l y s e d  k i n e t i c a l l y  a l m o s t  a s  l o n g  a s  h a v e  p u r e l y  
c h e m ic a l  r e a c t i o n s ,
One o f  t h e  f i r s t  a c c e p t e d  v ie w s  on  t h e  v e l o c i t y  
o f  enzym e r e a c t i o n s  w as b a s e d  o n  t h e  w o rk  0 ^ S u l l i v a n  a n d  
Thom pson ( 1 8 9 0 ) ,  who c o n s t r u c t e d  t i m e  c u r v e s  r e p r e s e n t i n g  t h e  
v e l o c i t y  o f  t h e  i n v e r t a s e  r e a c t i o n ,  a n d  show èd t h a t  t h e  l a w  . 
o f  m a ss  a c t i o n  h e l d  i n  t h i s  i n s t a n c e .  T h i s  c o n c l u s i o n  w as 
c o n f i r m e d  b y  O’ S u l l i v a n  ( 1 8 9 2 ) ^who i n v e s t i g a t e d  t h e  r a t e  
o f  s u c r o s e  i n v e r s i o n  b y  w h o le  y e a s t  c e l l s .  T h e s e  f i n d i n g s  
w e re  b a s e d  p u r e l y  o n  t h e  . s i m i l a r i t y  b e tw e e n  t h e o r e t i c a l l y  
d e r i v e d  c u r v e s  and. t h o s e o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y .
When t h e s e  r e s u l t s  w e re  s u b j e c t e d  t o  a  m o re  r i g o r o u s  
a n a l y s i s  b y  B rown ( 1 9 0 2 ) ,  who c a l c u l a t e d  t h e  c o n s t a n t  k  o f  
t h e  m a ss  a c t i o n  e q u a t i o n  f o r ,  u n i m o l e c u l a r  r e a c t i o n s :
( 1)
w h e re  x  i s  t h e  f r a c t i o n  o f  s u g a r  i n v e r t e d  i n  t i m e  t , d e v i a t i o n s  
from, t h e  m a ss  a c t i o n  l a w  w e r e  n o t i c e d *  I n  a n  a t t e m p t  t o
. d'f ■ .
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e x p l a i n  t h e s e  d e v i a t i o n s .  Brow n c o n s i d e r e d  t h e  e m p i r i c a l  
e q u a t i o n :
2 k  = i  l o g .  ^
( 2 )
p u t  f o r w a r d  H e n r i  (1 9 0 1 )  w h ic h  d e s c r i b e d  c o r r e c t l y  t h e  r e a c t i o n  
v e l o c i t y  o f  i n v e r t a s e ;  t h e  f i n d i n g s  o f  W u r tz  ( l # 0 )  who 
show ed, t h a t  p a p a i n  a p p e a r e d  t o  fo rm  a n  i n s o l u b l e  com pound 
w i t h  f i b r i n  p r e v i o u s  t o  i t s  h y d r o l y s i s ;  a n d  t h o s e  o f  F i s c h e r  
( 1 8 9 4 ,  1 8 9 5 )  who d e m o n s t r a t e d  s p e c i f i c  s t e r e o c h e m i c a l  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e ,  a t t a c h m e n t  o f  s u b s t r a t e . a n d  enzyme*
B row n (1 9 0 2 )  s u g g e s t e d  t h a t  a n  e n z y m e - s u b s t r a t e . 
co m p le x  w as fo rm e d  w h ic h  r e q u i r e d  a  d e f i n i t e  l e n g t h  o f  t i m e  
t o  b r e a k  down i n t o  p r o d u c t s ;  t h e r e f o r e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  b e y o n d  a  c e r t a i n  l i m i t ,  w h ic h  w as 
d e p e n d e n t  o n  t h e  enzym e c a p a c i t y ,  c o u l d  p r o d u c e  no f u r t h e r  
i n c r e a s e  i n  r e a c t i o n  r a t e .  T h e  same v ie w  w as p u t  f o r w a r d  
b y  B row n a n d  O l e n d i n n i n g  ( 1 9 0 2 ) ,  who s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  
t y p e  o f  r e a c t i o n  w as f i r s t  o r d e r  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e n z y m e -  
s u b s t r a t e  c o m p le x  r a t h e r  t h a n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  s u b s t r a t e .
T h i s  t h e o r y  w as f i n a l l y  e x p r e s s e d  b y  M i o h a e l i s  a n d  
M e n te n  (1 9 1 3 )  a s  a  m a t h e m a t i c a l  r e l a t i o n s h i p  v a l i d  f o r  a  
l a r g e  r a n g e  o f  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  r a t e  o f  t h e  
o b s e r v e d  r e a c t i o n  w as a s s u m e d  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l
-:b?
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t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e n z y m e - s u b s t r a t e - c o m p l e x  ^ S j  
a t  a l l  r v a lu e s  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  [s j . 
T he  n u m e r i o a l  v a l u e  o f  t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t ,  w h ic h  i n  
t h e  s i m p l e s t  c a s e  a t  e q u i l i b r i u m  may b e  e x p r e s s e d  a s :
; ; I"
Ks
( 3 )
' i s  n u m e r i c a l l y  e q u a l  t o  t h e  s u b s t r a t e  o o n o e n t r a t i o n  a t  
h a l f  maximum v e l o c i t y .
M i o h a e l i s  a n d  M en t en  (-1913) assu iï ied  t h a t  o n l y  a  
s m a l l  n u m b e r  o f  enzym e c e n t r é s  a c t e d  i n  n o r m a l  enzym e c a t a l y s e d  
r e a c t i o n s ,  a n d  t h a t  t h e y  a c t e d  a c c o r d i n g  t o  t h é  l a w s  g o v e r n i n g  
f i r s t  o r d e r  r e a c t i o n s .  T h e y  a p p l i e d  t h e  l a w  o f  m a ss  a c t i o n ^  
a s s u m in g  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o n e  c o m p o n en t o f  t h e  
r e a c t i o n ,  .Qe] + (ss]  , r e m a i n e d  c o n s t a n t ,  a n d  t h e  o t h e r  (s]  , 
v a r i e d .  T h e  o b s e r v e d  i n i t i a l  v e l o c i t y  o f  r e a c t i o n  i s  t h e n  
g i v e n  b y  t h e  e q u a t i o n :
V  =  ? m a x .  +  [Sj)
(4 )
w h e r e  Vg^ax i s  a  n u m e r i c a l  c o n s t a n t  r e p r e s e n t i n g  t h e , m a x i ­
mum v e l o c i t y  o b t a i n e d  w hen t h e  enzym e E e x i s t s  c o m p l e t e l y  
i n  t h e  fo rm  ES, b e i n g  t h u s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  enzym e 
c o n c e n t r a t i o n .  Kg i s  a  c o n s t a n t  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  
e n z y m e . -
■••v; I ■
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As e q u a t i o n  (4 )  i s  b a s e d  o n  t h e  r a t h e r  f a l l a c i o u s  
a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  enzym e a n d  s u b s t r a t e  i s  
a lw a y s  i n  e q u i l i b r i u m ,  i e .  t h a t  t h e  v e l o c i t i e s  o f  f o r m a t i o n  
a n d  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e s e  com pounds a r e  i n f i n i t e  i n  com­
p a r i s o n  w i t h  t h e  d e c o m p o s i t i o n  v e l o c i t y ,  B r i g g s  a n d  H a ld a n e  
(1 9 2 5 )  c o n s i d e r e d  t h e  s i t u a t i o n  w hen t h e  v e l o c i t i e s  o f  t h e  
r e a c t i o n s : -  1  + 8 —^ 2 8 ,  E 8 —» E + 8 ,  a n d  E S —> E  +
p r o d u c t s , w e r e  c o m p a r a b l e .  I f  t h e  v e l o c i t y  c o n s t a n t s  a r e ,  
k i ,  k g ,  a n d  k g ,  t h e y  show ed  t h a t  a  m o re  a c c u r a t e  r e p r e s e n t a ­
t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  i s  g i v e n  b y  t h e  e q u a t i o n :
kg + k s  [e ] > [s ]
k i [es] o f ( 3 ) .
(5 )
T h u s ,  i f  kg  + k g / k q  i s  e q u a l  t o  Kg t h e  r e s u l t  i s  
t h e  sam e a s  t h a t  g i v e n  b y  M i o h a e l i s  a n d  M en t e h .  H a ld a n e
(1 9 3 0 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  M i o h a e l i s  c o n s t a n t  n e e d  n o t ,  
t h e r e f o r e , b e  a n  e n z y m e - s u b s t r a t e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t e h t ,' 
a l t h o u g h  i t  h a s  t h e  d i m e n s i o n s  o f  s u c h  a  c o n s t a n t ,  e x p r e s s e d  
a s  a  m o l a r  o r  p e r c e n t a g e  c o n c e n t r a t i o n ,  a n d  may b e  f o r  m o s t  
p u r p o s e s  u s e d  a s  s u c h .
A f u r t h e r  s t e p  t o w a r d s  a  m o re  d e f i n i t i v e  m e th o d ,  
o f  s t u d y i n g  t h e  k i n e t i c s  o f  enzym e r e a c t i o n s  w as  m ade b y  
H a n e s  (1 9 3 2 )  • He m e a s u r e d  b y  a n  " i n i t i a l  s l o p e "  m e th o d  
t h e  v e l o c i t y  o f  s t a r c h  h y d r o l y s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
a m y la se ^  a n d  o b s e r v e d  t h a t  t h é  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  i n i t i a l
i - 'v - ■- •■.Vr'..- - ' y  ■
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v e l o c i t y  a n d  enzym e c o n c e n t r a t i o n  was l i n e a r  o v e r  a  -v^de 
r a n g e  o f  enzym e c o n c e n t r a t i o n ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  M i o h a e l i s *  
t h e o r y *  H a n e s  (1 9 3 2 )  w as a b l e  t o  c a l c u l a t e  b y  t h e  m e th o d  
o f  l e a s t  s q u a r e s  t h e  a n d  t h e  Eg o f  t h e  r e a c t i o n ,  f ro m
t h e  i n i t i a l  v e l o c i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  a t  v a r y i n g  s u b s t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n s .
L a t e r ,  i t  w as  p o i n t e d  o u t  b y  L in e w e a v e r  a n d  
B u rk  (1 9 3 4 )  t h a t  i n  m any o f  t h e  c a s e s  i n v e s t i g a t e d  t h e  
m e c h a n is m  a n d  e q u a t i o n s  o f  t h e  s i m p l e s t  c a s e ,  a s  g i v e n  by  
M i o h a e l i s  an d  M e n te n  ( 1 9 1 3 ) ,  h a v e  b e e n  a s su m ed  t o  h o l d  w i t h o u t  
r e g a r d  t o  o t h e r  p o s s i b i l i t i e s .  T he d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  
K g , t r u e  o r  a p p a r e n t ,  w as e v a l u a t e d  b y  p l o t t i n g  a c t i v i t y  
( i n i t i a l  v e l o c i t y ) , a g a i n s t  [ s ]  o r  l o g .  [ s ] , a n d  t a k i n g  t h e  
v a l u e  o f  [s] a t  h a l f  m a x im a l  a c t i v i t y ,  w i t h o u t  r e g a r d  f o r  
t h e  m e c h a n is m  c o n c e r n e d  i n  t h e  r e a c t i o n .  T h e s e  a u t h o r s  
p r o p o s e d  a  m ean s  w h e r e b y  i t  w o u ld  b e  p o s s i b l e  t o  a s c e r t a i n  
w h ic h  o f  s e v e r a l  m e c h a n is m s  m i g h t ,  o r  m ig h t  n o t ,  b e  i n v o l v e d .  
S i x  v a r i a t i o n s  o f  t h e  o r i g i n a l  e q u a t i o n :
[e] + [ s ]=  [ is ]
w e re  d e s c r i b e d » i n  w h ic h  s u b s t r a t e  a c t i v a t i o n ,  s u b s t r a t e  
i n h i b i t i o n ,  g e n e r a l  c o m p e t i t i v e  a n d  n o n - c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t i o n ,  a n d  r e a c t i o n s  o f  v a r i o u s  o r d e r s  w e re  c o n s i d e r e d .  
T he v e l o c i t y  I n  a l l  o f  t h e s e  c a s e s  was c o n s i d e r e d  t o  b e  a  
d i r e c t  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a h  a c t i v e '  i n t e r ­
m e d i a t e ;  o r  a c t i v e  i n t e r m e d i a t e s .  . " ;
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. A g r a p h i c a l  m e th o d  o f  t e s t i n g  v e l o c i t y  e q u a t i o n s > 
a n d  e v a l u a t i n g  c o n s t a n t s  i n v o l v e d  i n  t h e  p o s t u l a t e d  
m e c h a n is m s  w as e v o l v e d .  I t  co n s isb s  i n  e x p r e s s i n g  t h e  g i v e n  
e q u a t i o n  i n  a  f o rm  t h a t  i s  l i n e a r , w h i c h  p e r m i t s  s t r a i g h t  
l i n e  e x t r a p o l a t i o n s .
N o rm al f i r s t  o r d e r  r e a c t i o n  c o n s t a n t s  c a n  h e  
e v a l u a t e d ,  f o r  e x a m p le ,  b y  t a k i n g  t h e  r e c i p r o c a l  o f  b o t h  
s i d e s  o f  e q u a t i o n  (4 )  t o  g i v e :
1
V
K8
Vmax. Vmax. (V)
When, l / v  i s  p l o t t e d  a g a i n s t  1 / fs] i n  t h i s  c a s e ,  
t h e  o r d i n a t e  i n t e r c e p t  i s  l / V m a x . > an d  t h e  s l o p e  o f  t h e  
s t r a i g h t  l i n e  i s  K s /¥ u ia x .  so  t h a t  Kg c a n  b e  e v a l u a t e d .  
H a n e s  (1 9 3 2 )  h a d  p r e v i o u s l y  b a s e d  h i s  m e th o d  o f  e v a l u a t i n g  
Kg a n d  Vmax. o n  t h e  e q u a t i o n :
[s] = [s] + Kg
'm ax. Vm ax.
( 8 )
w h ic h  i s ,  i n  f a c t ,  e q u a t i o n  (7 )  m u l t i p l i e d i t h r o u g h  by  S ,
I n  this case when [s] /v  is  plotted against [s] the ordinate 
intercept is  Kg/Vmax. the constant slope l/Vmax.
H a ld a n e  (1 9 3 0 )  a l s o  c o n s i d e r e d  some o f  t h e  m o re  c o m p l i c a t e d  
enzym e r e a c t i o n s ,  a n d  d e r i v e d  e q u a t i o n s  f o r  th e m . T he 
L in e w e a v e r - B u r k  d e r i v a t i o n s . a r e  b e t t e r ,  h o w e v e r ,  s i n c e  t h e
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f i n a l  e q u a t i o n  i s  i n  a  l i n e a r  f o rm  w h ic h  a l l o w s  s t a t i s t i c a l  
m e th o d s  t o  h e  a p p l i e d  v e r y  r e a d i l y .
2 . 5 . 2 .  Enzyme I n h i b i t i o n .
Enzym es a r e  p r o t e i n s ,  a n d  a s  s u c h ,  c o n t a i n  f r e e  
a m in o ,  c a r b o x y l  a n d  s u l p h y d r y l  g r o u p s .  T h e s e  g r o u p s  may 
b e  b l o c k e d  b y  v a r i o u s  s u b s t a n c e s  w i t h  a  c o n c o m i t a n t  n o n ­
s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  enzym e a c t i v i t y  w h ic h  may b e  
r e v e r s i b l e  o r  i r r e v e r s i b l e .  I r r e v e r s i b l e  n o n - s p e c i f i c  
i n h i b i t i o n  i s  u s u a l l y  b r o u g h t  a b o u t  b y  a g e n t s  w h ic h  c a u s e  
d é n a t u r a t i o n  o r  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  enzyme?, so  t h a t  v e r y  
l i t t l e  i n f o r m a t i o n  c a n  b e  g a i n e d  b y  u s i n g  s u c h  s u b s t a n c e s .  
T h e  s t u d y  o f  r e v e r s i b l e  n o n - s p e c i f i c  i n h i b i t o r s ,  o n  t h e  
o t h e r  h a n d ,  h a s  p r o d u c e d  much i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  
n a t u r e  o f  t h e  g r o u p s  e s s e n t i a l  f o r  enzym e a c t i v i t y .  T he 
t y p e  o f  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  s u c h  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  
i s  t e r m e d  ’ n o n - c o m p e t i t i v e ’ . E nzym es a r e  a l s o  c o n s i d e r e d  
t o  h a v e  o t h e r  e s s e n t i a l  g r o u p s  o r  ’ a c t i v e  c e n t r e s ’ , w h ic h  
c o n f e r  s p e c i f i c i t y  o n  t h e  e n z y m e s .  As s u b s t r a t e s  a r e  
a s s u m e d  t o  c o m b in e  w i t h  t h e s e  a c t i v e  c e n t r e s , i t  f o l l o w s  t h a t  
a n y  s u b s t a n c e  r e a c t i n g  w i t h  t h e s e  e s s e n t i a l  g r o u p s  w i l l  
i n h i b i t  t h e  e n z y m e . S p e c i f i c  i n h i b i t o r s  s u c h  a s  t h e s e ,  
w h ic h  a r e  r e v e r s i b l e ,  a r e  t e r m e d  ’ c o m p e t i t i v e ’ i n h i b i t o r s .
The t r e a t m e n t  o f  c o m p e t i t i v e  an d  n o n - c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t i o n  by  k i n e t i c  a n a l y s i s  w i l l  b e  c o n s i d e r e d  h e r e  i n  
r e l a t i o n  t o  t h e  p r e s e n t  w o rk .
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2 . 5 . 3 .  C o m p e t i t i v e  I n h i b i t i o n .
T he s i m p l e s t  c a s e  o f  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  may­
b e  w r i t t e n ,  a c c o r d i n g  t o  L i n e w e a v e r  a n d  B iirk  ( 1 9 3 4 ) ,  a s :
1
V V.max.
% 8
Vm a x .
(9 )
w h e re  [ l ]  i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r ,  an d  
t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t .  T h e  t e r m  
Kg [ l ] r e p r e s e n t s  a n  i n c r e a s e  o f  s l o p e  i n  t h e  l / v  a g a i n s t  
l/[s] p l o t  w hen r e m a i n s  c o n s t a n t .
E b e r s o l e ,  G u t t e n t a g ,  a n d . V / i l s o n  (1 9 4 4 )  h a v e  p o i n t e d  
o u t  t h a t  e q u a t i o n  (9 )  c a n  b e  w r i t t e n :hi
Ki Kg + [s]
( 10)
w h e re  V i s  t h e  v e l o c i t y *  o f  t h e  r e a c t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
t h e  i n h i b i t o r ,  a n d  v i s  t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r *  A t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h i s  
e q u a t i o n  w as i n t r o d u c e d  b y  H u n t e r  a n d  Downs (1 9 4 5 )  by  
s u b s t i t u t i n g  t h e  f r a c t i o n a l  a c t i v i t y  Vj^/v b y  a ,  so  t h a t :
a[ l ] . ^  .  K i  .  -
1—a Kg [ s ]
( 1 1 )
" ‘ V i ' - - / ' ; ' . : ' K i  K  -
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When [ i ]  • a / l - a  i s  p l o t t e d  a g a i n s t  [ s ] ,  t h e  
r e s u l t i n g  s t r a i g h t  l i n e  c u r v e  i n t e r c e p t s  t h e  o r d i n a t e  a t  a  
v a l u e  e q u a l  t o  i t s  s l o p e  b e i n g  e q u a l  t o  K i /K g .
[ l ]  . a / l - a  i s  n u m e r i c a l l y  e q u a l  t o  t h e  o o n o e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r  h  
p r o d u c i n g  a n  i n h i b i t i o n  o f  50 p e r  c e n t . , a n d  v a r i e s  w i t h  ,
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  su b  s t r u t  e .  ,
E q u a t i o n s  (9 )  a n d  (1 1 )  t h e r e f o r e ,  p r o v i d e  m eans  %
,  . ' _ . . . , , if,w h e re b y  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  c a n  b e  r e c o g n i s e d  g r a p h i c a l l y .  '#
I n  F i g . V I .  l / v  i s  p l o t t e d  a g a i n s t  l / S  u s i n g  d a t a  
f ro m  t a b l e s  7 -1 1  o f  t h e  A p p e n d ix .  v ,  t h e  v e l o c i t y  o f  r e a c t i o n  - 
i s  t h e  r a t e  o f  c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  p e r  h o u r  p e r  lOmg. y e a s t  ;ï
( w e t  w t . )  , c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  p e r i o d  1 0 - 4 0  m i n u t e s  o f  t h e  
f e r m e n t a t i o n  r e a c t i o n ,  e x p r e s s e d  i n  c u b . %mm. c a r b o n  d i o x i d e .  ^
[s] i s  t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  p r e s e n t  a n d  [ l ]
. ■ • t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s o n e  v a r i e d  a s  d e s c r i b e d
i n  F i g . V I .
—3The Kg f o r  g l u c o s e ,  f o r  t h i s  s y s t e m ,  i s  6 . 0  x lO  M 
a n d  K^ t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  i s  
7 . 5  X 1 0 “ % .  G lu c o s o n e  d i s p l a y s  t r u e  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  f o r  V ^g x , r e m a in s  c o n s t a n t ,  o n l y  
t h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e  i n c r e a s i n g .  T h i s  i n c r e a s e  i n  s l o p e  
o f  t h e  i n h i b i t o r  c u r v e s  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  e x p e c t e d  
f ro m  t h e o r e t i c a l  c o n s i d e r a t i o n s ,  i e .  by  a n  am o u n t 
e q u i v a l e n t  t o
1 + M -
Kj  ^ . ...
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F ig .X IV . C o m p e t i t iv e  i n h i b i t i o n  o f  g lu c o s ef e r m e n ta t io n  by D -g lu c o so n e .
L
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The c u r v e  shown i s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  f ro m  t h e  p l o t t e d  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s ,  
a ,  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n  r a t e ;  I ,  
m o la r  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r ;  S ,  m o l a r  s u b s t r a t e  o o n o e n t r a t i o n ;  3C.-K, .OlOM D - g l u o o s o n e  ; « - #  * .0E5M D- 
g l u c o s o n e ; 0- 0 , .050M D - g l u c o s o n e ; * 0 7 5 M  D - g l u o o s o n e .
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S i m i l a r l y ,  a  p l o t  o f  [l] . a / l - a  a g a i n s t  [s] 
show n i n  F ig .X I V .^  u s i n g  d a t a  f ro m  t a b l e  7 -1 1  a n d  2 8 ,  o f  
t h e  A p p e n d ix ,  show s t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  e x h i b i t e d  b y  
D - g l u c o s o n e  o n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  D - g l u o o s e  i s  c o m p e t i t i v e  
i n  n a t u r e .  T he  i n t e r c e p t  o n  t h e  o r d i n a t e ,  b e i n g  e q u a l  t o  
i s  9 .6  X 1 0 ~ %  w h ic h  c o m p a re s  w e l l  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  
b y  t h e  p r e v i o u s  m e th o d .  T he s l o p e  o f  t h e  l i n e  i s  Kj^/Kg, 
s o  t h a t  t h e  Kg f o r  g l u c o s e ,  f o r  t h i s  s y s te m ,  c a n  b e  c a l c u l a t e d  
a s  7 . 5  X 10
2 . 5 . 4 .  g o n - C o m - p e t i t iv e  I n h i b i t i o n .
T he  d e g r e e  o f  enzym e i n h i b i t i o n  i n  t h e  c a s e  o f  
n o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s  i s  d e p e n d e n t ,  b y  d e f i n i t i o n ,  
s o l e l y  o n  t h e  am o u n t o f  enzym e c o m b in in g  w i t h  t h e  i n h i b i t o r ,  
t h e r e  b e i n g  no c o m p e t i t i o n  b e tw e e n  t h e  i n h i b i t o r  a n d  
s u b s t r a t e .
N o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  i s  d e s c r i b e d  b y  a n  
e q u a t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  f o r  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n ,  
a c c o r d i n g  t o  L i n e w e a v e r  a n d  B u rk  ( 1 9 3 4 ) .  Vifhen l / v  i s  p l o t t e d  
a g a i n s t  1 / 8  a  c u r v e  i s  p b t a i i i e d  w h ic h  h a s  a  s l o p e  i n c r e a s e d  
a b o v e  t h a t  o f  a  c o n t r o l  b y  1 + [l] / K , a n d  a l s o  a n  i n t e r ­
c e p t  o n  t h e  o r d i n a t e  i n c r e a s e d  b y  t h i s  sam e a m o u n t .  T he  
v a l u e  o f  Vjj;^ax. t h e r e f o r e ,  v a r i e s  i n v e r s e l y  a s  t h e  i n h i b i t o r  
c o n c e n t r a t i o n .
— XOB —
F ig .X V . N o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  o f  g l u c o s e  
f e r m e n t a t i o n  b y  D - g l u o o s o n e .
•025
I.
0 •005 •CIO •015
The c u r v e  shown i s  c a l c u l a t e d  by t h e  m e th o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  f ro m  t h e  p l o t t e d  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s .  a ,  t h e  d e g r e e  o f  
i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n ;  I ,  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  
i n h i b i t o r ;  S ,  m o l a r  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  îC— k , 0.0S5M  D - g l u o o s o n e .
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H u n t e r  a n d  Downs (1 9 4 5 )  h a v e  show n t h a t  n o n ­
c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  i s  d e s c r i b e d  b y  t h e  e q u a t i o n :
( 1 . )
SO t h a t  t h e  s t r a i g h t  l i n e  o b t a i n e d  b y  p l o t t i n g  [ l ]  • a / l - a  
a g a i n s t  [s] r u n s  p a r a l l e l  t o  t h e  [s] a x i s .
When g l u c o s o n e  i s  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  y e a s t  f o r  
t e n  m i n u t e s  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  g l u c o s e ,  r e s u l t s  
a r e  o b t a i n e d  w h ic h ,  w hen  a n a l y s e d  b y  e i t h e r  o f  t h e  tw o 
m e th o d s  d e s c r i b e d ,  show  t h a t  n o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  
o c c u r s .  ( F i g s . X .  a n d  XV.) T h e  c a l c u l a t e d  f ro m  
F i g . X V . ,  i s  4 . 5  x  1 0 ""% , w h ic h  i s  50 t i m e s  s m a l l e r  t h a n  
t h a t  o b t a i n i n g  i n  t h e  c o m p e t i t i v e  s y s t e m .  T he  L i n e w e a v é r -  
B u rk  p l o t  ( F i g . X . )  s h o w s ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  i s  
n o t  p u r e l y  n o n - o o m p e t i t i v e ,  a s  t h e  i n t e r c e p t  o n  t h e  l / v  
a x i s  i s  n o t  i n c r e a s e d  b y  t h e  sam e am o u n t ( 1 + l/K j^ )  a s  t h e  
s l o p e  o f  t h e  l i n e .
T h i s  t y p e  o f  i n h i b i t i o n  h a s  b e e n  t r e a t e d  t h e o r e t i ­
c a l l y  b y  S t r a u s  a n d  G o l d s t e i n  ( 1 9 4 3 ) ,  a n d . G o l d s t e i n  ( 1 9 4 4 ) ,  
a n d  a p p l i e d  t o  t h e  a c t i o n  o f  p h y s o s t i g m i n e ,  a n d  r e l a t e d  
s u b s t a n c e s ,  o n - c h o l i n e - e s t e r a s e  by  G o l d s t e i n  ( 1 9 5 1 ) .
■ . • • 1 0 4 ;  -
2 . 5 . 5 .  T he Z o n a l  A n a l y s i s ; o f  : G o l d s t e i n  a n d  S t r a u s .
S t r a u s  a n d  G o l d s t e i n  (1 9 4 3 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  
p r e v i o u s  m a t h e m a t i c a l  t r e a t m e n t ^ o f  enzym e k i n e t i c s  b a s e d  
o n  t h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n  a s su m e  ^ t h a t  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  enzym e c e n t r e s  i s  c o n s t a n t ,  a n d  s o  s m a l l  com­
p a r e d  w i t h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n y  s u b s t a n c e  w i t h  w h ic h  
i t  may c o m b in e  t h a t  i t  may b e  n e g l e c t e d ’J T h ey  c a l l e d
a t t e n t i o n  t o  t h e  f a l l a c y  o f  t h i s  a s s u m p t i o n ,  a n d  show ed 
t h a t  enzym e c o n c e n t r a t i o n  m u s t  b e  i n c l u d e d  a s  a  f a c t o r  i n  
t h e  m a ss  a c t i o n  e q u a t i o n .
I n  c o n s i d e r i n g  a  n o n - c o m p e t i t i v e  s y s t e m  t h e s e  
a u t h o r s  show ed t h a t ,  a t  e q u i l i b r i u m ,  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e tw e e n  enzym e [ l ]  a n d  i n h i b i t o r  [ l ]  c a n  b e  e x p r e s s e d  by  
t h e  e q u a t i o n :
[ i ] + ( i ] è ±  [ïïi)
ko
(1 3 )
w h e re  t h e  r e a c t i o n  [e i]—^[s] + p r o d u c t s  h a s  a  n e g l i g i b l e  
v e l o c i t y .
T h en  ^ i f  t h e  m a ss  l a w  i s  f o l l o w e d :
[e  -  El] [ l  -  El] _ ^  ^  'M <=1 a * )
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S t r a u s  a n d  G o l d s t e i n  r e p r e s e n t e d  t h e  f r a c t i o n  
o f  t h e  t o t a l  enzym e c o m b in e d  w i t h  i n h i b i t o r  a s  ” i ” , b e i n g
e q u i v a l e n t  t o  l l / E .  " 1 "  w as  a l s o  shovm  t o  e q u a l  1 -v /V m a x .
I t  i s  t h e n  p o s s i b l e  t o  d e r i v e  f ro m  (1 4 )  t h e  e q u a t i o n :
K i  • .
I  = ------- + 11
1-1 (1 5 )
w h ic h  s t a t e s  t h a t  t h e  t o t a l  a m o u n t o f  i n h i b i t o r  i s  e q u a l  
t o  t h e  sum o f  t h e  f r e e  i n h i b i t o r  an d  t h e  c o m b in e d  
i n h i b i t o r .  T he t e r m  E* w as p r o v id e c i ,  b e i n g  t h e  " s p e c i f i c  
c o n c e n t r a t i o n "  o f  t h e  en z y m e , e q u a l  t o  E /K , s o  t h a t  enzym e 
am oun t c o u l d  b e  e q u a t e d  a g a i n s t  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .
T he  c o n d i t i o n s  o b t a i n i n g  w hen t h e  enzym e c o n c e n ­
t r a t i o n  w a s  v e r y  s m a l l ,  a n d  w hen  i t  w as v e r y  l a r g e  w e re  
t h e n  c o n s i d e r e d ,  a n d  e q u a t i o n s  w e re  g i v e n  w h ic h  d e s c r i b e d  
t h e  c a s e s  w h e r e :
( a )  T he i n h i b i t i o n  i s  a. f u n c t i o n  o f  s p e c i f i c  c o n c e n t r a t i o n
o f  t h e  i n h i b i t o r  a l o n e ,  b e i n g  i n d e p e n d e n t  o f  enzym e 
c o n c e n t r a t i o n ;
(b )  t h e  s p e c i f i c  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  enzym e 1* i s  
s m a l l ,  w i t h  p r a c t i c a l l y  a l l  t h e  i n h i b i t o r  f r e e ;
( c )  1* i s  l a r g e  a n d  p r a c t i c a l l y  a l l  t h e  i n h i b i t o r  i s  
c o m b in e d .
T h e s e  t h r e e  f o r m s  o f  (15). r e p r e s e n t  t h r e e  z o n e s  
o f  enzyaie b e h a v i o u r ,  t h e  b o u n d a r i e s  o f  w h ic h  a r e  d e f i n e d  b y  
t h e  e q u a t i o n s  g o v e r n i n g  c o n d i t i o n s  ( a ) , ( b ) , a n d  ( p ) .
- . - -  10.6 -
M i o l i a e l i s  a n d  M e n te n  (1 9 1 3 ) , H a ld a n e  (1 9 3 0 )  a n d  
L i n e w e a v e r ' a n d  B u rk  (1 9 3 4 )  h a v e  b a s e d  t h e i r  t r e a t m e n t  o f  
enzym e k i n e t i c s  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  enzym e c e n t r e s  i s  s o  s m a l l ,  co m p ared  w i t h  a n y  s u b s t a n c e  
w i t h  w h ic h  i t  may c o m b in e ,  t h a t  i t  may b e  n e g l e c t e d .
F rom  t h e o r e t i c a l  g r o u n d s ,  t h e r e f o r e ,  t h e i r  d i s c u s s i o n s  
h a v e  b e e n  l i m i t e d  t o  z o n e  A b e h a v i o u r .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  
t o  show  f ro m  e x i s t i n g  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t h a t  m o s t  s y s t e m s  
do f a l l  i n t o  z o n e  A, f o r  H a l d a n e  (1 9 3 0 )  g i v e s  a  l i s t  o f  
d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w h ic h  i n  m o s t  o a s e s  a r e  g r e a t e r  t h a n  
10 a n d  a s  m o s t  enzym e r e a c t i o n s  a r e  c a r r i e d  o u t  i n  v e r y  
d i l u t e  s o l u t i o n s ,  t h e  v a l u e  o f  E* i s  b o u n d  t o  b e  l e s s  t h a n  
0 . 1 ,  t h e  l i m i t i n g  v a l u e  c a l c u l a t e d  f o r  z o n e  A.
When K i s  s m a l l ,  h o w e v e r ,  i . e .  w hen kq  i s  g r e a t e r  
t h a n  k g  ( e q u a t i o n  14 )  i t  i s  p o s s i b l e  f o r  t o  f a l l  b e tv m e n  
0 . 1  an d  1 0 0 ,  w hen z o n e  B c o n d i t i o n s  h o l d ;  o n  t h e  o t h e r  h a n d  
(s jm ay  b e  l a r g e ,  a n d  E* becom e g r e a t e r  t h a n  1 0 0 ,  w hen  t h e  
s y s t e m  f a l l s  i n t o  z o n e  C.
A k n o w le d g e  o f  t h e  v a l u e  o f  E* w i l l  t h u s  i n d i c a t e  
t h e  z o n e  i n  w h ic h  t h e  s y s t e m  l i e s .  E x p e r i m e n t a l l y , t h i s  
i s  a c c o m p l i s h e d  by  p l o t t i n g  " i " ,  t h e  f r a c t i o n a l  i n h i b i t i o n ,  
a g a i n s t  t h e  l o g a r i t h m  o f  t h e  s p e c i f i c  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a ­
t i o n ,  I * ,  a n d  c a l c u l a t i n g  t h e  s l o p e  o f  t h e  c u r v e  a t  a  p o i n t ,  
i  -  0 . 5 .  P r o v i d e d  . t h a t  t h e  v a l u e  o f  t h e  s l o p e  f a l l s  
b e tw e e n  0 , 5 7 5  an d  1 . 1 5 1 ,  w h ic h  a r e  t h e  l i m i t i n g  v a l u e s  f o r
.'A-
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= 0 .1  a n d  E* = 100 , i t  i s  p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  t h e
v a l u e  o f  e ' .  E a s s o n  a n d  S te a d m a n  (1 9 3 6 )  p r e v i o u s l y  c a l c u l a t e d
[e ]  f o r  t h e  c h o l i n e - e s t e r a s e  s y s t e m  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
p h y s o s t i g m i n e , -  an d  r e l a t e d  s u b s t a n c e s ,  b y  a n o t h e r  m e th o d .  
D i v i d i n g  (1 5 )  t h r o u g h  b y  " i " ,  t h e y  o b t a i n e d :
i  1 - i
(1 6 )
so  t h a t  a  p l o t  o f  l / i  a g a i n s t  ( l  -  i )  g a v e  a  s t r a i g h t  i n e  
w i t h  s l o p e  K a n d  i n t e r c e p t  [ e ] •
G o l d s t e i n  (1 9 4 4 )  a d a p t e d  t h i s  t y p e  o f  a n a l y s i s  
t o  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n .  Two e q u a t i o n s  a r e  c o n s i d e r e d  
i n  t h i s  c a s e :
[e ] [i ][e i] = K1 , a n d
(1 7 )
[4 M K8
(1 8 )
I n  o r d e r  t o  e q u a t e  enzym e c o n c e n t r a t i o n  a g a i n s t  
i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  t e r m  E w a s  p r o v i d e d ,  b e i n g  
d e f i n e d  a s  t h e  s p e c i f i c  o o n o e n t r a t i o n  o f  t h e  enzyiae i n  t e r m s  
o f  t h e  i n h i b i t o r ,  b y  d e f i n i t i o n  b e i n g  e q u a l  t o  [E]/Kj^. 
s '  t h e  s p e c i f i c  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  w as d e f i n e d  a s  
b e i n g  e q u a l  t o  [ s j / K g .  T h e  f r a c t i o n a l  a c t i v i t y ,  " a "  was 
c o n s i d e r e d  t o  b e  e q u a l  t o  [Ei^ e], " s i n c e  enzym e a c t i v i t y  i s  
d i r e c t l y  o b s e r v e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  d e s t r u c t i o n  o f  
s u b s t r a t e ,  w h ic h  r a t e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n
A’ -' -. \ ■ - '.v'' . A ■ . j-
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o f  t h e  c o m p le x  [e s ] . T erm  " a "  I s  t h e r e f o r e  e q u a l  t o  
^ /^ m a x .
From  r e a s o n i n g  s i m i l a r  t o  t h a t  u s e d  h y  S t r a u s  
a n d  G o l d s t e i n  ( 1 9 4 3 ) ,  t h r e e  z o n e s  o f  enzym e b e h a v i o u r  a r e  
p o s t u l a t e d .  The b e h a v i o u r  o f  c o m p e t i t i v e  enzym e i n h i b i t o r  
s y s t e m s  b e i n g  d e p e n d e n t ;  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  s u b s t r a t e  
a n d  i n h i b i t o r ,  t h e o r e t i c a l  e q u a t i o n s  m u s t  b e  p r o v i d e d  w h ic h  
d e s c r i b e  enzym es w o r k in g  i n  z o n e  A w i t h  r e s p e c t  t o  s u b s t r a t e  
( E/Kg i s  l e s s ;  t h a n  0 . 1 ) b u t  i n  o t h e r  z o n e s  w i t h  r e é p e c t  t o  
t h e  i n h i b i t o r ;  a n d  s i m i l a r l y  i n  z o n e s  B a n d  C w i t h  r e s p e c t  
t o  t h e  s u b s t r a t e  a n d  o t h e r  z o n e s  w i t h  r e s p e c t  t o  i n h i b i t o r .
. G o l d s t e i n  (1 9 4 4 )  p o i n t s  o u t ,  h o w e v e r ,  t h a t  com­
p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  c a n n o t  e x i s t  i n , z o n e  C, f o r  i f  a l l  o f  
t h e  s u b s t r a t e  i s  c o m b in e d  w i t h  enzym e t h e n  no e q u a t i o n  
i n c l u d i n g  i n h i b i t o r  c a n  b e  w r i t t e n , o r  c o n v e r s e l y  i f  3- i s  
v e r y  s m a l l ,  " a "  i s  l i m i t e d  t o  i n f i n i t e s i m a l  v a l u e s .
The e q u a t i o n ,
1- a
l '  = s ' . -------- + ( l - a ) E  i
(1 9 )
w as d e r i v e d  f o r  a  s y s t e m  w h e r e  z o n e  A b e h a v i o u r  w as shown 
w i t h  r e s p e c t  t o  s u b s t r a t e ^ a n d  z o n e  B v d t h  r e s p e c t  t o  
i n h i b i t o r .  I t  f o l l o w s  f ro m  (1 9 )  t h a t  i n  z o n e  A w h e re  
E ^ i /8  i s  l e s s  t h a n  0 . 1 :
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F ig .X V I .  T he f r a c t i o n a l  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n  
a t  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  D - g lu o o s o n e *
ct
•0
0*5
0
- 2*0
LOG I
T he l a b e l l e d  c u r v e s  a r e  t h e o r e t i c a l  f o r  c o n d i t i o n s  w hen F , t h e  
s p e c i f i c  c o n c e n t r a t i o n  o f  en zy m e , i s  l e s s  t h a n  0 . 1 , an d  w hen 
E i s  e q u a l  t o  10 . 0 . a ,  f r a c t i o n a l  a c t i v i t y  o f  y e a s t  
f e r m e n t a t i o n ;  I ,  m o l a r  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n ;  x.— k , 
f r a c t i o n a l  a c t i v i t y  a t  O.OIM D -g lu o o s e *
F o r  e x p l a n a t i o n  s e e  t e x t .
i'  = s'.
-  110 -
1- a
a
( 2 0 )
o a n  b e  w r i t t e n  a s  a n  a p p r o x i m a t i o n ,  w h ic b  i s
_ I  _ 3 ^
K i Kg a
(8 1 )  ■
i n  i t s  e x p a n d e d  fo rm *
F ig .X V I  * show s t h e  f r a c t i o n a l  a c t i v i t y  o f  y e a s t  
f e r m e n t a t i o n  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  lo g .% o  o f  D - g l u c o s o n e  
c o n c e n t r a t i o n *  ” a ” , t h e  f r a c t i o n a l  a c t i v i t y ,  i s  t h e  r a t i o  
o f  t h e  i n h i b i t e d ,  r a t e  t o  t h e  u n i n h i b i t e d  r a t e  f o r  t h e  p e r i o d  
1 0 -4 0  m i n u t e s  o f  t h e  f e r m e n t  a t  i  6n . The e x p e r i m e n t a l  c u r v e  
l i e s  t o  t h e  r i g h t  o f  t h e  l i m i t i n g  z o n e  A c u r v e  (w h e re  i s  
l e s s  t h a n  0 . 1 ) b u t  w e l l  i n s i d e  z o n e  B (w h e re  ïïV  v a r i e s  f ro m  
0 . 1  t o  1 0 0 ) .  T he  v a l u e  o f  a t  a  « 0 . 5 ,  c a n  b e  c a l c u ­
l a t e d  a s  3 . 5 8 , w h ic h  g i v e s  t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  
enzyme c e n t r e s ,  a s  g . 6B x  10“ ^ .
G o l d s t e i n  (1 9 4 4 )  a l s o  c o n s i d e r e d  s y s te m s  i n  w h ic h  
” n ” m o l e c u l e s  o f  a  s u b s t a n c e  co m b in ed  w i t h  e a c h  m o l e c u l e  o f  
en zy m e . I t  w as f o u n d  t h a t  t h e  s l o p e  o f  th e .  a / l o f e .  [ l ] p l o t  
a t  a  -  0 . 5  v a r i e d  w i t h  ” n**. T h u s  a t  n  = i . e .  when tw o 
m o l e c u l e s  o f  engyme c o m b in e d  w i t h  o n e  m o l e c u l e  o f  i n h i b i t o r ,  
t h e  s l o p e  v a r i e d  f ro m  0 . £ 8 8 - 1 . 1 5 1 ;  w h e re  n*= l ^ t h e  s l o p e  
v a r i e d  f r o m  0 . 5 7 5 - 1 . 1 5 1 ;  , a n d  a t  n  = 2, t h e  s l o p e  w as 1 .1 5 1  
i n  a l l  z o n e s .  " The s l o p e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  c u r v e  o f
-  I l l
F ig .X V I#  b e i n g  0 . 7 6 ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  o n l y  o n e  m o l e c u l e  
o f  i n h i b i t o r  c o m b in e s  w i t h  e a c h  m o l e c u l e  o f  enzym e u n d e r  
t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s .
£ . 5 . 6 .  P s e u d o  I r r e v e r s i b l e  I n h i b i t i o n .
The d i f f e r e n t i a t i o n  o f  e n z y m e - i n h i b i t o r s  i n t o  
t h r e e  b r o a d  c a t e g o r i e s  by  S t r a u s  a n d . G o l d s t e i n  ( 1 9 4 3 ) ,  an d  
G o l d s t e i n  (1 9 4 4 )  , w as su p p le m en b e i  t o  some e x t e n t ,  by  
A cke rm ann  a n d  P o t t e r  ( 1 9 4 9 ) .
T h e s e  a u t h o r s  e m p h a s i s e d  t h e  f a c t  t h a t  w i t h  some 
i n h i b i t o r s  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  i s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  
enzym e c o n c e n t r a t i o n , a n d  t h e  s i t u a t i o n  w as d e s c r i b e d  w h e re  
a n  i n h i b i t o r  e f f e c t i v e l y  t i t r a t e d  o r  s t o i c h i o m e t r i c a l l y  
c o m b in ed  w i t h  a n  enzym e .
T h i s  p h enom enon  c a n  b e  d u e  t o  a n  i r r e v e r s i b l e  
c o m b in a t io n  o f  enzym e an d  i n h i b i t o r ,  o r  t o  a  r e v e r s i b l e  
c o m b i n a t i o n  o f  enzym e an d  i n h i b i t o r  i n  w h ic h  t h e  enzym e- 
i n h i b i t o r  co m p le x  h a s  a n  e x t r e m e l y  s m a l l  d i s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t .  A cke rm ann  an d  P o t t e r  (1 9 4 8 )  r e f e r  t o  t h i s  l a t t e r  
t y p e  o f  i n h i b i t i o n  a s  b e i n g  p s e u d o - i r r e v e r s i b l e .
An e x p r e s s i o n  w as d e r i v e d  f ro m  t h e  g e n e r a l  e q u a t i o n  
u s e d  by  M i o h a e l i s  an d  M e n te n ,  b u t  i n c l u d i n g  enzym e c o n c e n ­
t r a t i o n  an d  u n c o m b in e d  s u b s t r a t e  an d  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s  
a s  f u r t h e r  v a r i a b l e s .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  i n h i b i t o r
V * k  [ i t ] (22)
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w h e re  V i s  t h e  v e l o o i t y  o f  r e a c t i o n ,  e q u a l  t o  t h e  p r o d u c t  
o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  enzym e a n d  i t s  v e l o o i t y  c o n s t a n t  
w i t h  r e s p e c t  t o  s u b s t r a t e .
T h i s  e x p r e s s i o n  i s  t h e  e q u a t i o n  o f  a  s t r a i g h t  
l i n e ,  k ,  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  o r i g i n ,  an d  i s  e x p e r i m e n t a l l y  
c o n f i r m e d  w hen v a l u e s  o f  V a r e  p l o t t e d  a g a i n s t  c o r r e s p o n d i n g  
v a l u e s  o f  i n  t h e  a b s e n c e  o f  i n h i b i t o r  ( F i g . V I I . ) .
The s l o p e  i s  t h e  v e l o o i t y  c o n s t a n t  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
e n z y m e - s u b S t r a t e  c o m p le x  t o  p r o d u c t .
E q u a t i o n  {22) a p p r o a c h e s
4
V = k  [ i t ]  -  k  [ i t ]
(S 3) 4h o w e v e r ,  a s  t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  a p p r o a c h e s  T
z e r o .  T h a t  i s ,  w h e re  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  i n h i b i t o r  w i t h  t h e
enzym e i s  g r e a t  c o m p a re d  w i t h  t h a t  o f  t h e  s u b s t r a t e ,  i . e .
t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  i s  v e r y  lo w ,  t h e  e q u a t i o n
«
a p p r o a c h e s  a  s t r a i g h t  l i n e  w i t h  a  s l o p e  k ,  a n d  a n  i n t e r c e p t  
o n  t h e  enzyme a x i s .  An i n h i b i t o r  o f  t h i s  t y p e  v i r t u a l l y  
" t i t r a t e s "  t h e  en z y m e .  T h u s ,  t h e  c u r v e  f o r  a n  i n h i b i t o r  
h a v i n g  a  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  en zy m e-  
su b  s t r a t e  co m p lex  i s  a  s t r a i g h t  l i n e  t h r o u g h  t h e  o r i g i n ,  a n d  
t h e  c u r v e s  f o r  i n h i b i t o r s  h a v i n g  d e c r e a s i n g  d i s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  a p p r o a c h  t h e  l i m i t i n g  c u r v e  o b t a i n e d  w i t h  
i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s .
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The e f f e c t  p r o d u c e d  b y  D - g l u c o s o n e  o n  g l u c o s e  
f e r m e n t a t i o n  w i t h  v a r y i n g  y e a s t  c o n b e n t r à t i b n  i s  show n i n  
F i g . V I I ,  ( p . 70) w h e re  f e r m e n t a t i o n  r a t e  i s  p l o t t e d  a g a i n s t  
enzym e a m o u n t .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  c u r v e  o b t a i n e d  b y  
p l o t t i n g  i n h i b i t e d  r a t e s ,  i n t e r c e p t s  t h e  a b s c i s s a  a t  1 . 2m g. 
( w e t  w t . ) .  As n o  r e a l  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  a c t u a l  enzyme 
am oun t c a n  b e  m ade i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  t h e  r e a l  
am o u n t o f  enzym e t i t r a t e d  b y  t h e  o s o n e .
T he i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  a  t r u l y  c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t o r  i s ,  by  d e f i n i t i o n ,  m a x im a l  i n  a  v e r y  s h o r t  t i m e .
A s t a t e  o f  e q u i l i b r i u m  i s  q u i c k l y  a t t a i n e d  i n d e p e n d e n t  o f  
t h e  o r d e r  o f  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  an d  i n h i b i t o r .  P o t t e r  
a n d  Du B o i s  (1 9 4 3 )  h a v e  s h o r n  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  
b y  m a l p n a t e  i n  t h e  s u c d i n o x i d a s e  s y s t e m  i s  o f  t h i s  t y p e ,  b u t  
t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  c o p p e r  i n  t h i s  s y s t e m  i s  
e n t i r e l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  o r d e r  o f , a d d i t i o n  o f  i n h i b i t o r  an d  
s u b s t r a t e .  L a t e r ,  A ck e rm an n  a n d  P o t t e r  (1 9 4 9 )  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h e  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  a d d i t i o n  o f  
c o p p e r  t o  t h e  s y s t e m  i n c r e a s e s  s l o w l y  w i t h  t i m e ,  b u t  t h e  
a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  p r e v e n t s  a n y  f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  t h e  
am oun t o f  i n h i b i t i o n .  T he a c t i v i t y  o f  t h e  s y s t e m ,  i s  a t  
t h i s  p o i n t ,  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  am ount o f  enzym e w h i c h  i s  
n o t  c o m b in ed  w i t h  c o p p e r .  T h e y  s u g g e s t  t h a t  t h i s  e f f e c t  
c a n  b e  u s e d  t o  s t u d y  c o m p e t i t i o n  b e tw e e n  s u b s t r a t e s  an d  
i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s .  I t  m u s t  a l s o  b e  p o s s i b l e  t o  a p p l y
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t h i s  t y p e  o f  t e s t  t o  i n h i b i t o r s  w h ic h  h a v e  v e r y  lo w  en zy m e- 
i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a p p r o a c h i n g  t h a t  o f  a n  
i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r .
T he e f f e c t  p r o d u c e d  w hen  D - g l u o o s o n e  i s  p r e -  
i n c u b a t e d  f o r  v a r y i n g  l e n g t h s  o f  t i m e  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  
o f  s u b s t r a t e  i s  show n i n  F i g . V I I I .  ( p . 8 3 ) .  T h e  c u r v e  f o rm e d ,  
w hen t h e  r a t e  o f  f  e r m e n t a t i o n  . i s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  t i m e  
o f  p r e - i n c u b a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r  w i t h  t h e  enzy rae show s t h a t  
e q u i l i b r i u m  i s  n o t  r e a c h e d  u n t i l  t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  p r e -  
i n c u b a t i o n  t i m e  a p p r o a c h e s  50 m i n u t e s .  F u r t h e r  t e s t s  
show ed  t h a t  f o r  t i m e s  u p  t o  4  h o u r s  t h e r e  was no s i g n i f i c a n t l y  
g r e a t e r  i n h i b i t i o n  o f  f e r m e n t a t i o n .
The e f f e c t  o f  a d d i n g  s u b s t r a t e  t o  t h i s  s y s t e m  i s  
t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  i n h i b i t o r  a n d  enzytne .
T he o s o n e  a l r e a d y  co m b in e d  w i t h  t h e  enzym e i s  r e m o v e d  o n l y  
v e r y  s l o w l y ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  v e r y  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  
f e r m e n t a t i o n  r a t e  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e .  D- 
g l u c o s o n e  w o u ld  a p p e a r ,  t h e r e f o r e ,  t o  f a l l  i n t o  t h e  c a t e g o r y  
o f  " p s e u d o - i r r e v e r s i b l e "  i n h i b i t o r s  d i s c u s s e d  b y  A ck e rm an n  
a n d  P o t t e r .
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T he f e r m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  show ed
b r o a d l y  t h a t  D - g l u c o s o n e ,  o r  t h e  p r o d u c t s  o f  ‘ o s o n e  m e t a b o l i s m  -
co m p e te  w i t h  D - g l u c o s e  f o r  some enzyme o f  g l y c o l y s i s /
I t  was a l s o  show n t h a t  t h e  c o m p e t i t i o n  i s  l i m i t e d  t o  some
p o i n t  p r i o r  t o  t h e  b rea .kdow n o f  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e .  As* 4;:
h e x o k i n a s e  i s  known t o  b e  t h e  r a t e  l i m i t i n g  enzym e i n  t h e  . "V"
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E m b d en -M ey e rh o f  sp h em e , a n d  i n  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  s t r u c -  C
t u r a l  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  g l u c o s o n e  an d  g l u c o s e  i t  i s  ,4
p r o b a b l e  t h a t  t h e  c o m p e t i t i v e  e f f e c t  o c c u r s  a t  t h e  a c t i v e
c e n t r e s  o f  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e .  The k i n e t i c  a n a l y s i s
o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h a s  g i v e n  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  t h e
n a t u r e  o f  t h e  D - g l u c o s o n e  e f f e c t  i n " w h o le  y e a s t  c e l l s .
T he a p p l i c a t i o n  o f  t h e  L in e w e a v e r - B u r k  (1 9 3 4 )  
a n a l y s i s  h a s  shown t h a t  t r u e  c o m p e t i t i o n  f o r  t h e  enzym e  
c e n t r e s  o c c u r s  b e tw e e n  o s o n e  a n d  s u b s t r a t e  a d d e d  s i m u l t a n ­
e o u s l y .  A l th o u g h  t h i s  e f f e c t  i s  t r a n s i t o r y  i n  n a t u r e  i t  
d o e s  show t h a t  t h e  i n h i b i t o r  a n d  t h e  s u b s t r a t e  a r e  c o m p e t in g  
f o r  t h e  same enzym e c e n t r e s .  . The l a t e r  n o n - c o m p e t i t i v e  
e f f e c t  i s  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e , v e r y  s m a l l  v a l u e  o f  t h e  en zy m e -  
i n h i b i t o f  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t .
.The a p p a r e n t  , c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  " c o m p e t i t iv e /^  
r e s u l t s , i s  715  x  1 0 a g a i n s t  t h e  c a l c u l a t e d  o f  
6.0  X 10~^M, b u t  t h e  " n o n - c o m p e t i t i v e "  r e s u l t s  g i v e  a  
Kj_ o f  4 . 5  X  1 0 ""% . T h i s  c h a n g e  i n  E f  may b e  d u e  t o  t h e
— 1X6 —
f a i l u r e  o f  s t a b i l i s a t i o n  o f  r a t e  u n t i l  t h e  enzyic.e i s  s a t u r a t e d  
w i t h  i n h i b i t o r .  T h i s  c a n  b e  s e e n  m o re  r e a d i l y  when t h e  
d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a r e  c o n s i d e r e d  a s  r a t i o s  o f  m o re  t h a n  
tw o v e l o c i t y  c o n s t a n t s ,  a s  s u g g e s t e d  b y  B r i g g s  a n d  H a ld a n e  
( 1 9 2 5 ) .  ( s e e  p . 9 4 ) .
. C o n s i d e r i n g ,  E + I X— + X an d
EX—>E + p r o d u c t s ,  w i t h  r a t e  c o n s t a n t s  k g ,  a n d  kg  
r e s p e c t i v e l y ,  w h e re  E i s  t h e  enzym e a n d  X a  s u b s t r a t e  w h ic h  
w i l l  co m b in e  w i t h  E , t h e  s u b s t a n c e  X i s  a  s u b s t r a t e  when k ^  
i s  n o t  n e g l i g i b l e ,  b u t  w hen kg  i s  much s m a l l e r  t h a n  kg t h e n  
X i s  a  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r .  T h u s ,
k g + kg
 :— = ïCs w hen X i s  a  s u b s t r a t e
k i
an d
kg
— ■ = .K i  w hen X i s  a n  i n h i b i t o r .
k i
How S t r a u s  a n d  G o l d s t e i n  (1 9 4 3 )  p o i n t  o u t  t h a t  
t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r s  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  m o l a r  r a t i o s  o f  i n h i b i t o r  a n d  en zy m e . As 
a  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  D - g l u o o s o n e  2.5  t i m e s  t h a t  o f  
D - g l u c o s e  i s  r e q u i r e d  t o  g i v e  50 p e r  c e n t ,  i n h i b i t i o n  i n  
t h e  s y s te m  u s e d , i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  r a t e  o f  c o m b i n a t i o n  
o f  enzym e an d  s u b s t r a t e  i s  g r e a t e r  , th a n  t h a t  o f  enzyme a n d  
i n h i b i t o r .  k ^  f o r  g l u c o s e , i s ,  t h e r e f o r e ,  g r e a t e r  t h a n  k]^
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f o r  g l u c o s o n e . :  An i n d i c a t i o n  l h a t  t h i s  a s s u m p t i o n  i s
v a l i d  c a n  h e  o b t a i n e d  b y  s t u d y i n g  t h e  r a t e  a t  w h ic h  e q [ u i l i -  
b r iu m  i s  a t t a i n e d  when i n h i b i t o r  i s  a d d e d  t o  a n  e q u i l i b r a t e d  
e n z y m e - s u b s t r a t e  m i x t u r e .  M ax im al i n h i b i t i o n  i s  o b t a i n e d  
o n l y  a f t e r  3 0 -4 0  m i n u t e s  ( P i g . I X  - p . 7 4 ) .  When no i n h i b i t o r  
i s  p r e s e n t  e q u i l i b r i u m ,  i s  r e a c h e d  i n  10 m i n u t e s .  As D- 
g l u o o s o n e  i s  h e r e  a c t i n g  a s  a  t r u e  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r ^  
t h e  f a l l - o f f  i n  f e r m e n t a t i o n  r a t e  i s  a  m e q s u re  o f  t h e  r a t e  o f  
c o m b i n a t i o n  o f  enzym e an d  i n h i b i t o r .
A s i m i l a r  e f f e c t  h a s  b e e n  n o t e d  by  R o b e r t s  (1 9 5 3 )  
i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  b a c t e r i a l  g l u t a m i c  d e c a r b o x y l a s e  by  
oc m e th y l  D L - g l u t a m ic  a c i d .  When t h e  enzyme w as i n c u b a t e d  
w i t h  i n h i b i t o r  b e f o r e  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  n o n - c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t i o n  was o b s e r v e d , b u t  w i t h  s i m u l t a n e o u s  a d d i t i o n  o f  
s u b s t r a t e  a n d  i n h i b i t o r  t h e  i n h i b i t i o n  was s e e n  t o  b e  
c o m p e t i t i v e .  I t  w as a l s o ,  n o t e d  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  
p r o d u c e d  b y  a  p a r t i c u l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r  was 
d e p e n d e n t  on  t h e  t i m e  o f  p r e - i n c u b a t i o n  o f  i n h i b i t o r  vd .th  
enzyme* R e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n h i b i t o r  w e re  
r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  i n h i b i t i o n  when s u b s t r a t e  a n d  i n h i b i t o r  
w e re  a d d e d  t o  t h e  enzym e a t  t h e  same t i m e ,  s o  t h a t ,  a s  i n  
t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  t h e  r a t e  o f  c o m b i n a t i o n  o f  
i n h i b i t o r  w i t h  enzym e w as a s su m e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  s m a l l .
I t  i s  a p p a r e n t , t h a t  a s  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  enzyme 
a n d  i n h i b i t o r  b ec o m es  l e s s  r e v e r s i b l e  t h e  v a l u e  o f  t h e  r a t e
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c o n s t a n t ,  k g ,  w i l l  d e c r e a s e .  I n h i b i t o r s  w h ic h  show  p s e u d o ­
i r r e v e r s i b i l i t y  b y  t h e  m e th o d  o f  A okerm ann  a n d  P o t t e r  (1 9 4 9 )  - 
m u s t ,  t h e r e f o r e ,  h a v e  a n  e x t r e m e l y  lo w  v a l u e  f o r  k g .  T he  
f a c t  t h a t  p s e u d o - i f r e v e r s i b i l i t y  c a n  b e  shown i n  t h e  p r e s e n t  
s y s t e m  w hen s u b s t r a t e  a n d  o s o n e  a r e  a d d e d  s i m u l t a n e o u s l y ,  
a l t h o u g h  b y  t h e  c l a s s i c a l  k i n e t i c  a n a l y s i s  c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t i o n  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d ,  w o u ld  s u g g e s t  t h a t  t h i s  t e s t  
i s  o n e  w h ic h  s h o u l d  b e  a p p l i e d  w hen i n v e s t i g a t i n g  t h e  k i n e t i c s  
o f  a n y  enzym e r e a c t i o n .
R e i f  a n d  P o t t e r  ( 1 9 5 3 a )  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  p s e u d o -  
i r r e v e r s i b l e  b e h a v i o u r  o f  A n t im y c in A  i n  t h e  s u c c i n o x i d a s e  
s y s t e m .  A c h a r a c t e r i s t i c  p r o p e r t y  o f  t h i s  t y p e  o f  i n h i b i t o r ,  
i n  a d d i t i o n  t o  i t s  t i t r a t i n g  e f f e c t , i s  t h a t  i t  c a n  b e  
rem o v e d  f ro m  t h e  enzym e " b y  a d d i n g  t o  t h e  s y s t e m  a  new 
co m p o n en t t h a t  h a s  s u f f i c i e n t  a f f i n i t y  f o r  t h e  i n h i b i t o r  t o  
e n a b l e  t h e  a d d e d  c o m p o n en t  t o  c o m p e te  e f f e c t i v e l y  f o r  t h e  
f r e e  i n h i b i t o r  a n d  t h e r e b y  f a c i l i t a t e  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  
t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o m p le x " .
I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c y a n i d e  e x e r t s  s u c h  a n  e f f e c t  
o n  t h e  g l u c o s o n e  i n h i b i t i o n  o f  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  ( P a r t  I . ,
2 . 5 . 1 . ) .
T he z o n a l  b e h a v i o u r  o f  D -g l u o o s o n e  i n  r e l a t i o n  t o  
t h e  w h o le  y e a s t  c e l l  show s t h a t  t h e  e f f e c t  o f  enzym e c o n c e n ­
t r a t i o n  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h i s  t y p e  o f  c o m p le x  s y s t e m  
i f  a  m o re  c o m p le t e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r e a c t i o n  m e c h a n ism
"  ' 7 r
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i s  d e s i r e d .  When t h e  f r a c t i o n a l - i n h i b i t i o n  i s  p l o t t e d  
a g a i n s t  l o g . I  r e s u l t s  a r e  g i v e n  w h ic h  show  t h a t  t h e  enzyme 
c o n c e n t r a t i o n  i s  n o t  a  n e g l i g i b l e  f a c t o r *  A c l a s s i c a l  
i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w o u ld  show  t h a t  com­
p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  o c c u r s ,  b u t  m o n o - m o le c u la r  r e a c t i o n  
m e c h a n ism s  f o r  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  i n h i b i t o r  c a n n o t  b e  p o s ­
t u l a t e d  w hen [ l i ]  i s  a p p r e c i a b l e  a n d  i t s  r e v e r s i b l e  f o r m a t i o n  
f r o m [ e] a n d  [ l]  i s  n o t  s t o i c h i o m e t r i c ,  f o r  i t s  d e s t r u c t i o n  r a t e  
i s  d e p e n d e n t  o n l y  o n  [e i ] a n d  n o t  u p o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  t h e  o r i g i n a l  r e a c t a n t s .
As a  r e l a t i v e l y  s m a l l  v a l u e  c a n  b e  g i v e n  t o  [e ] , 
t h e  a p p a r e n t  e n z y m e - i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  i s  
p r o b a b l y  s m a l l  i n  t h e  f u l l y  e q u i l i b r a t e d  s y s t e m .  I t  c a n  b e  
s t a t e d  w i t h  c o n f i d e n c e ,  t h e r e f o r e , , t h a t  k g ,  t h e  r a t e  o f  d i s ­
s o c i a t i o n  o f  enzym e an d  D - g l u o o s o n e ,  i s  e x t r e m e l y  s m a l l .
A ssu m in g  t h a t  t h é  c o m b i n a t i o n  i s  r e v e r s i b l e  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  e x p l a i n  some a s p e c t s  o f  t h e  i n  v i v o  e f f e c t s  o f  
D - g l u c b s o n e .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  i n  z o n e  B t h e  a / l o g .  I  
p l o t  h a s  a  f a i r l y  h i g h , s l o p e  v a l u e ,  so  t h a t  o v e r  t h e  m i d d l e  
p a r t  o f  t h i s  c u r v e  a  s m a l l  c h a n g e  o f  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  
w i l l  g i v e  a  l a r g e  c h a n g e  i n  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d .  A 
g r a d e d  d o s a g e  o f  i n h i b i t o r . w i l l ,  t h e r e f o r e ,  show  no e f f e c t  
u p  t o  a  c e r t a i n  p o i n t ,  a n d  t h e n ,  o v e r  a  v e r y  s m a l l  c h a n g e  
i n  c o n c e n t r a t i o n ,  a  s t r o n g  i n h i b i t o r y  e f f e c t .  H e r r i n g  an d  
Hynd (1 9 2 8 )  do m e n t i o n  t h a t  t h e  m a r g in  b e tw e e n  t h e  d o s e  o f
-
g l u c o s o n e  w h ic h  p r o d u c e s  sy m p to m s, a n d  t h e  l e t h a l  d o s e  i s
O.Smg* p e r  gramme b o d y  w e i g h t ,  a  f i n d i n g  c o n f i r m e d  b y  Sakum a 
( 1 9 3 1 ) .  As t h e  d o s e  w h ic h  p r o d u c e s  t h e  " g l u c o s o n e  e f f e c t "  
i n  m ic e  i s  2 .4 m g . p e r  gram m e b o d y  w e i g h t  t h e  p r e d i c t i o n s  o f  
t h e  z o n e  B c u r v e  w o u ld  seem  t o  b e  f u l f i l l e d  i f  g l u c o s o n e  i s  
a c t i n g  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a  s p e c i f i c  a n i m a l  enzym e.
N o r m a l ly ,  v i v o , t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  
enzym e c e n t r e s  i s  v e r y  h i g h  a t  c e r t a i n  l o c a l i s e d  p o i n t s ,  
s o  t h a t  t h e r e  i s  e f f e c t i v e l y  a  h i g h  v a l u e  o f  [e ] . T h i s  w i l l  
g i v e  a  h i g h  v a l u e  o f  E^ p l a c i n g  t h e  s y s t e m  i n  z o n e  C, a  
c o n d i t i o n  w h ic h  w i l l  o c c u r  i n  many t o  v i v o  s y s t e m s  p r o v i d e d  
t h a t  t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  i s  lo w .
T he  d o s a g e  e f f e c t  w i l l  t h e n  b e  c o n s i d e r a b l y  h e i g h t e n e d , f o r  
t h e  maximum i n h i b i t o r y  e f f e c t  w i l l  b e  p r o d u c e d  s u d d e n l y  a n d  
o v e r  a  v e r y  s m a l l  c h a n g e  o n  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n .  R e i f  
a n d  P o t t e r  (1 9 5 3 b )  h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e i r  p o s t u l a t e d  
p s e u d o - i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  i n h i b i t  z o n e  C b e h a v i o u r ,  : '
f o r  i n  t h i s  z o n e  t h e r e  i s  a  s t o i c h i o m e t r i c  c o m b i n a t i o n  o f  
enzym e a n d  i n h i b i t o r .  H o w e v e r ,  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  
r e p o r t e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk ,  show  t h a t  a  p s e u d o - i r r e v e r s i b l e  
e f f e c t  i s  d e m o n s t r a b l e  b y  i n h i b i t o r s  f a l l i n g  i n t o  z o n e  B .  T h u s , 
i n h i b i t o r s  c a n n o t  b e  p l a c e d  i n  z o n e  C p u r e l y  b e c a u s e  t h e  
" p s e u d o - i r r e v e r s i b l e "  t e s t s  c a n  b e  a p p l i e d .  I t  i s  a l s o  
p o s s i b l e ,  o n  t h e o r e t i c a l  g r o u n d s ,  t o  show  t h a t  i n h i b i t o r s  
d i s p l a y i n g  z o n e  B c h a r a c t e r i s t i c s ,  c a n  h a v e  [e ] l a r g e  e n o u g h
1".
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t o  g i v e  t h e  t i t r a t i n g  e f f e c t .  T he  A c k e r m a n n - P o t t e r  t e s t s  
m u s t ,  t h e r e f o r e ,  b e  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  o t h e r s ,  t o  
o b t a i n  a  c o m p le t e  k n o w le d g e  o f  t h e  m e c h a n is m  o f  a n y  p a r t i c u l a r  
e n z y m e - i n h i b i t o r  r e a c t i o n .
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PART I I .
1 . T he P r o p e r t i e s  o f  F u n g a l .  B a o t e r i a l  a n d  M am m alian
P l e x o k in a s e s
I n t r o d u c t i o n .
S e c t i o n  1 o f  t h i s  p a r t  o f  t h e  t h e s i s  c o n s i s t s  o f  
a  g e n e r a l  r e v i e w  o f  t h e  p h y s i c a l  an d  en z y m ic  p r o p e r t i e s  
o f  t h e  enzym es  w h ic h  c a t a l y s e  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  h e x o s e s  
b y  ATP. Some s t r e s s  i s  l a i d  on  a  c r i t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  
s p e c i f i c i t y  r e p o r t e d  f o r  v a r i o u s  h e x o k i n a s e  p r e p a r a t i o n s  
i s o l a t e d  f ro m  a n i m a l  t i s s u e s ,  a s  c o n c l u s i o n s  h a v e  b e e n  
r e a c h e d  i n  t h e  p a s t  w h ic h  w o u ld ,  n o t  seem  t o  b e  s u b s t a n t i a t e d  
w hen t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  ex a m in e d  m o re  t h o r o u g h l y .
T he r e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  by  t h e  a u t h o r  
u s i n g  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  y e a s t  h e x o k i n a s e  a r e  r e p o r t e d ,  a n d  
d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  2 ,
The f o l l o w i n g  n o t e  on  n o m e n c l a t u r e  i s  i n c l u d e d  a s  
t h e r e  i s  s t i l l  some v a r i a t i o n  i n  t h e  t e r m i n o l o g y  u s e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e .
- . </
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N o m e n c l a t u r e .  .. .7. ..-,.7,^ ,
M e y e rh o f  (1 9 2 7 )  nam ed  t h e  a c t i v a t o r  h e  o b ta in e d ,  
f r o m  y e a s t :  j u i c e ,  h e x o k i n a s e ,  a n d  v o n  E u l e r  arid v o n  A d l e r  
(1 9 3 5 )  b e l i e v i n g  t h e y  h a d  s e p a r a t e d  a  d i f f e r e n t  e n z y m e , ' p u t  
f o r w a r d  t h e  name h é t e r o p h o s p h a t e s e  f o r  t h i s  p h o s p h o r y l a t i n g  
enzym e. T h i s  t e r m ,  a c c o r d i n g  t o  t h e s e  a u t h o r s ,  " c o m b in e d  
t h e  i d e a  o f  a  p h o s p h a t a s e  w i t h  t h e  i d e a  o f  e s t e r i f i o a t i o n  by  
o r g a n i c  p h o s p h a t e " . I n  a  r e v i e w  w r i t t e n  i n  t h e  n e x t  y e a r ,
Q u a s t e l  (1 9 3 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  name p h o s p h o r y l a s e  w o u ld  b e  
b e t t e r ,  a s  t h e  fu n c t io n  o f  t h e  enzym e w as t o  p h o s p h o f y l a t e . a t  
t h e  e x p e n s e  o f  an  a l r e a d y  p h o s p h o r y l a t e d  m o l e c u l e .
T he t e r m s  h e t e r o p h o s p h a t e s e  an d  p h o s p h o r y l a s e  a r e  .77//
n o t  w i d e l y / a c c e p t e d  a n d  t h i s  t y p e  o f  bnzym e w a s  g i v e n  t h e  777;:
g e n e r i c  name " p h o s p h o k i n a s e "  , b y  D ix o n  a n d  Needham i n  1940  - - -'777
( s e e  D ix o n  arid N eedham , 1 9 4 6 ) .  The t e r m  p h o s p h o r y l a s e  h a s  now 77’"
b e e n  a p p l i e d  t o  enzym es c a t a l y s i n g  a  d i f f e r e n t  t y p e - o f  r e a c t i o n .
P h o s p h o k i n a s e s  a r e  t h o s e  enzym es  w h ic h  c a t a l y s e  t h e
r e a c t i o n :
ATP + Z — > ADP + XP, 
b y  t r a n s f e r  o f  a  t e r m i n a l  p h o s p h a t e  f ro m  ATP t o  t h e  o r g a n i c  
m o l e c u l e .
Y e a s t  h e x o k i n a s e  w as t h e  f i r s t  o f  t h i s  g r o u p  o f  
enzym es ,t o  b e  d i s c o v e r e d ,  a n d  t h i s  n,ame7h a s  b e e n > r e s e r v e d  ; 
f o r  t h a t  enzym e , : i s o l a t e d  f ro m  y e a s t , w h i c h  w i l l  c a t a l y s e  
t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h a te -  t o  t h é  h e x d s e  m o l e c u l e ,  wto^^ -
7 .- 7 . 7 :, /  . : ; 7 7 - ' 7
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f o r m a t i o n  o f  î i e x o s e - 6r p h o s p h a t é .  T he  a p p r o p r i a t e  h e x o s e
0 o n t  r  a  o t  i  o n  : i s  now a f f i x e d  t o  t h e  t e r m  " - k i n a s e "  t o  d e n o t e  
s u b s t r a t e  s p e c i f i d i t y  w i t h i n  t h e  g r o u p  o f  m am m a lian , p l a n t ,  
f u n g a l , /a rid  b a c t e r i a l  p h o s p h o k i n a s e s  w h ic h  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d 7 
I n  t h i s  t h e s i s  t h e  t e r m  - ^ h e x o k in a s e "  i s  u s e d  f o r  
t h e  enzym e o b t a i n e d  f ro m  y e a s t y  an d  " b r a i n  h e x o k i n a s e "  i s  
t h e  t e n t  u s e d  t o  d e n o t e  t h e ’ enzym e o c c u r r i n g :  i n  b r a i n  t i s s u e .  
T he s p e c i f i c i t y  o f  o t h e r  k i n a s e s  i s  d e n o t e d  b y  t h e  a p p r o p r i a t e  
a f f i x .
— 128 —
1 .1 .  H ex o k in ase
1 . 1 . 1 .  H i s t o r i c a l .
E a r l y ‘i n v e s t i g a t i o n s  e s t a b l i s h e d  t h a t  p h o s p h a t e  
e s t e r s  w e r e  fo rm e d  a t  some p r i m a r y  s t a g e  i n  g l y c o l y s i s .
H a rd e n  a n d  R o b i s o n  (1 9 1 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  m i x t u r e  o f  
h e x o s e  m o n o p h o s p h a te s ,  i n / a d d i t i o n  t o  h e x o s e  d i p h o s p h a t e ,  4 /
a r e  c o n t a i n e d  i n  y e a s t  j u i c e s ,  a n d  v o n  E u l e r  (1 9 1 4 ) : ,  i n  a n  47
e a r l y  w o rk  o n  t h e  c h e m i s t r y  o f  y e a s t  a n d  a l o o h o l i c  f e r m e n t a t i o n ,  ' 
i n d i c a t e d  t h a t  g l u c o s e  w as p h o s p h o r y l a t e d  by  a  y e a s t  en zy m e.
D u r in g  t h e  n e ix t  tw o  d e c a d e s  m o re  k n o w le d g e  w as 
g a i n e d  o f  t h e  c h a n g e s  w h ic h  o c c u r r e d  i n  t h e  g l u c o s e  m o l e c u l e  j :  
d u r i n g  b r e a k d o w n ^ b u t ;  l i t t l e  w as known o f  t h e  s e q u e n c e  o f  4
s t e p s  w h ic h  l e d  t o  t h i s  b r e a k d o w n ;  The: h e x o s e  in o n p p h o s p h a te  
o b t a i n e d  e a r l i e r  w as i n v e s t i g a t e d  by  R o b i s o n  ( 1 9 2 2 ) ,  who - 4
s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  m o n o p h o s p h a te  c o u l d  b e  a h  i n t e r m e d i a t e  7
i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  h e x o s e  d i p h o s p h a t e .  F i v e  y e a r s  l a t e r ,  
M e y e rh o f  (1 9 2 7 )  s e p a r a t e d  a n  a c t i v a t o r  f r o m  b a k e r s V  y e a s t  , . _
w h i c h , w hen a d d e d  t o  a g e d  m u s c l e  e x t r a c t s ,  s t i m u l a t e d  c a r b o n  4 
d i o x i d e  f o r m a t i o n  f ro m  g l u c o s e .  T h i s  p a r t i a l l y %p u r i f i e d
enzym e M e y e rh o f  c a l l e d  h e x o k i n a s e ,^  t o  i n d i c a t e  t h a t  i t  '
,  . . .  V . . .,7.i n i t i a t e d  h e x o s e  m e t a b o l i s m ,  b u t  h e  d i d  n o t  r e c o g n i s e  f u l l y  4
i t s  s i g n i f i c a n c e  e v e n  s i x  y e a r s  l a t e r  w hen  h e  p u b l i s h e d  '
(M e y e rh o f  a n d  K i e s  s l i n g ,  1 9 5 5 )  a  schem e o f  a l c o h o l i c  f e r m e n t  a t  i o n j
f o l l o w i n g  t h e  schem e o f  Ihabden , D e u t i p k e ,  an d  K r a f t  (1 9 5 5 )  7 / y 7
f o r  l a c t i c  a c i d :  f e r m e n t a t i o n . i n  m u s c lé  e x t r a c t s ;  B o th  o f  
t h e s e  s c h e m e s  u s e d  h e x o s e  d i p h o s p h a t e  a s  t h e i r  s t a r t i n g  
p o i n t ,  a l t h o u g h  M e y e rh o f  a n d  K i e s s l i n g  (1 9 5 5 )  c o n s i d e r e d  
t h a t  t h e / p r i m a r y  e s t e r  fo rm e d  i n  m u s c le  g l y c o l y s i s  d i f f e r e d  
f ro m  t h e  h e x o s e  o r  t r i o s e  p h o s p h a t e s  t h e n  know n.
N e u b e rg  (1 9 5 5 )  i n d i c a t e d  t h a t : t h e  a d d i t i o n  o f  f r u c ­
t o s e  m e n b p h o s p h a te  a n d  a d e n y l i c  a c i d  t o  a  f r e s h  y e a s t  s u s ­
p e n s i o n  l e d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  h e x o s e  d i p h o s p h a t e  a n d  ATP.
■ '■ ttA t t h i s  t i m e ,  S o h a f f n e r ,  B a u e r ,  an d  B e r l  ( 1 9 5 5 ) / r e p o r t e d  
t h a t  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e  b y  " y e a s t  p h b s p h a t e s e ’^  
r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  h e x o s e p h o s p h a t e - d e h y d r o g e n a s e  
s y s t e m ,  t h i s  s y s t e m  b e i n g  a  co m p le x  m i x t u r e  o f  DPN,. ATP,,
, h e x o s e  m o n o p h o s p h a te , a n d  a  d e h y d r o g e n a s e .  I n  a  l a t e r
ITp a p e r  S o h a f f n e r ,  B e r l ,  a n d  B a u e r  (193.5) d e m o n s t r a t e d  t h a t  
t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  y e a s t  m a c e r a t i o n  j u i c e  rem o v ed  a n  
enzym e n e c e s s a r y  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  h e x o s e  m o n o p h o sp h a te ',  
t o  h e x o s e  d i p h o s p h a t e .
I t  was l e f t  t o  v o n  E u l e r  an d  v o n  A d l e r  ( 1955 ) , and'. 
L u tw ak -M a h n , an d  Marin (1 9 3 5 )  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t .  an . enzym e 
f ro m  y e a s t  a c t i v a t e d  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h a t e  t o . g l u c o s e  
w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te .  vori E u l e r  ...v 
arid v o n  A & le r  (1 9 5 5 )  i n d i c a t e d  t h a t  M g $ t , w as n e c e s s a r y  f o r  
f u l l  a c t i v i t y  o f  t h i s  enzym eya n d  l a t e r ; O h l m e y e r  arid O choa ;
( 1957 ) show ed  t h a t  c o u l d  a l s o  a c t  a s  a n  a c t i v a t o r .
. . . . . . .  ... '  .-7 ' 7 7.  ' -  . 7 ' v  : 4
Tlie r o l e  o f  ATP i n  t r a n s p l i o s p h o r y l a t i o r i  w as a l s o  
e l u c i d a t e d  a t  t h i s  t i m e .  Lohm ann ('1929) a n d  T ^ isk e  an d  
B uhhaR ow  (1 929): â lm iô s t  s i m u l t a n e o u s l y  i s o l a t e d  a  c r y s t a l l i n e  
s i l v e r  s a l t  o f  ATP, a n d  s u g g e s t e d  t h a t  A T P " i t s e l f  w as a  
n o r m a l  c o n s t i t u e n t  o f  m u s c l e .  L a t e r  L oM ianh  (1 9 5 1 )  
s t a t e d  t h a t  t h i s  com pound w as n e c e s s a r y  f o r  t h e  g l y c o l y t i c  
a c t i v i t y  o f  m u s c l e  e x t r a c t s .
. M e y e rh o f  a n d  Lohm ann (1 9 5 1 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  
s u g g e s t  t h a t  ATP, w as c o n c e r n e d  i n , t h e  p r i m a r y  e s t e r i f i c a t i o n  
o f  c a r b o h y d r a t e ,  l a b i l e  p h o s p h o r i c  a c i d  g r o u p s  b e i n g  t r a n s r . . 
f e r r e d  t o  t h e  c a r b o h y d r a t e  d u r i n g  m u s c l e  g l y c o l y s i s ,  t h e  ATP 
b e i n g  r e s y n t h e s i s e d  d u r i h g  a  l a t e r  s t a g e  i n  g l y c o l y s i s .
I n  a  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i t  w as shown b y  Lohm ann (1 9 5 4 )  
t h a t  c r e a t i n e  p h o s p h a t e  w a s s p l i t  b y  m u s c le  e x t r a c t s  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a d e n y l i c  a c i d ,  t o  f o rm  ATP, a n d  i n  t h e  n e x t  y e a r  
t h e  r e v e r s e  o f  t h i s  r e a c t i o n ,  t h e  p h o s p h o r y l a t i o h  o f  :c f e a t i h e  
b y  ATP w as d e m o n s t r a t  ed  b y  M e y e r h o f  a n d  Lohmann - (1955 . ) a n d  . 
N eedham  a n d  v a n  H e y n i r ig e h  ( 1 9 5 5 ) .  ■ :
T h u s  t h e  r o l e  o f  ATP a s  a  t r a n s p h q s p h o r y l a t i n g  c o -  
enzym e w as e s t a b l i s h e d ,  a n d  M e y e r h o f  ( 1 9 5 5 ) " s u g g e s t e d  t h a t  
t h e  i n i t i a t i n g  r é a c t i o n  i n  g l y c o l y s i s  i n  y e a s t  a n d  i n  
m u s c l e  w as t h e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  o f  h e x o s e s  b y  ATP^ t h e  
p h o s p h a t e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  a c c o r d i h g  t o  t h e  e q u a t i o n : ; ‘
ATP + 2 g l u c o s e  a d e n y l i o  a c i d  t  2 g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e .
: An ; e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d y  ,o f  t h e  h e x o k i n a s e  o f
M e y e rh o f ; ,  an d  t h e  h e t e r o p h o s p h a t e s e ;  o f  v o n  E u l e r ,  b y  M e y e rh o f  
a n d  M o h l e ( 1957) d e m o h s t r a t e d  t h a t  t h e s e  tw o . f r a c t i o n s  f ro m  
p l a s m o l y s e d - y e a s t  an d  y e a s t  m a c e r a t i o n  j u i c e ,; w e re  i d e n t i c a l .  
VOien C o lo w io k  a n d  K a l c k a r  (1 9 4 1 )  d e m o n s t r a t e d  ; t h a t ,, i n  y e a s t , 
o n l y  o n e  p h o s p h a t e  g r o u p  w a s  t r a n s f e r r e d  f ro m  ATP t o  g l u c o s e  . 
a n d  f r u c t o s e ,  an d  n o t  two a s  p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d ,  t h e  
c a t a l y t i c  a c t i o n  o f  h e x o k i n a s e  c o u l d  b e  d e f i n e d  a s  t h e  t r a n s ­
f e r e n c e  o f  p h o s p h a t e  f r o m  ATP t o  t h e  h e x o s e  m o l e c u l e  a c c o r d i n g  
t o  t h e  e q u a t i o n :
ATP + h e x o s e —> a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e  + h e x o s é - 6- p h o s p h a t e .
H e x o k in a s e  w as l a t e r  b r o u g h t  i n t o  p r o m in e n c e  b n  , 
a c c o u n t  o f  i t s  h i g h  s p e c i f i c  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  b o d y .
T he h i g h  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  enzym e t o  v e s i c a n t s ,  l i k e  m u s t a r d  
g a s ,  w as d i s c o v e r e d  : i n  1940 b y  D ix o n  a n d  Needham ( 1 9 4 6 ) ,  w ho . 
p o i n t e d  o u t  a  p a r a l l e l i s m  i n  t h e  h e x o k i n a s e  i n h i b i t i o n  an d  / 
t h e  v e s i c a n t  p r o p e r t i e s  o f  n i t r o g e n  m u s t a r d s .  The i n t e r e s t  . 
s t i m u l a t e d  b y . t h i s  o b s e r v a t i o n  l e d  t o  t h e  o r y s t a l i i s a t i o n  
o f  t h e  enzyme by t h r e e  g r o u p s  o f  w o r k e r s .  ( B a i l e y  an d  
W ebb, 1 9 4 8 ;  B e r g e r , S l e i n ,  C o lo w ic k , a n d  C o r i , 1946 ; an d  . 
K u n i t z  an d  M a cD o n a ld , 194 6 ) .
1 . 1 . 2 .  P h y s i c a l  P r o p e r t i e s .
T h e 7 c r y s t a l l i n e  enzym e i s  shown b y  e l e c t r o p h o r e t i c ,  
s o l u b i l i t y ,  a n d  u i t r a c e n t r i f u g e  s t u d i e s  t o  b e  a  p u r e ,  s i n g l e  
p r o t e i n .  T he m o l e c u l a r  w e i g h t  i s  9 6 ,6 0 0 ,  a t  pH 5 . 5  an d  
1^ ,  f ro m  s e d i m e r i t a t i b n  a n d  d i f f u s i o n  s t u d i e s .  ; . /T h e  enzym e 
h a s  a  maximum s t a b i l i t y  a t  pH 4 . 5  t o  4 . 8 ,  t h e  i s o - e l e c t r i o  
p o i n t .  ; 7 I
1 . 1 . 5 .  S p e c i f i c i t y .
K u n i t z  a n d  M acD oiia ld  (1 9 4 6 )  show ed  t h a t  t h e  p u r e  
enzym e a c t e d  o h  D - g l u d o s  e , D - f r h c t o s e , H nd D -m a h n o s e , a n d  
n o t  o n  D - g a l a c t o s e ,  L - a f a b i n o s e ,  D - x y l o s e ,  L - r h a m n o s e ,  s u c r o s e ,  
m a l t o s e ,  l a c t o s e ,  t r e h a l o s e ,  o r  r a f f i n d s e .  v 7
S l e i n ,  C o r i ,  a n d  G o r i ,  (1 9 5 0 )  h a v e  show n t h a t  com- /;
p e t i t i o n  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  b e tw e e n  D - g l u c o s e ,  B - f r u c t o s e  
a n d  p - m a n n o s # f o r  hex^^ s u g g e s t s  t h d t  t h e r e  ^ i s  I 41
a  common a c t i v e  c e n t r e  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a l l  t h r e e  h e x o s e s .
The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  D - g l u c o s a m in e  b y  ATP u s i n g  
c r y s t a l l i n e  y e a s t  h e x o k i n a s e  h a s  b e e n  d e s c r i b e d % y  B rown V • ^ - 4
(1 9 5 1 )  a n d  b y  G r a n t  a n d  L ong  (1 9 5 2 )  . C ram er  a n d  Woodward
(1 9 5 2 )  , u s i n g  ,a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  y e a s t  h e x o k i n a s e ,  h a v e  : .. 4
show n t h a t  2- d e o x y  g l u c o s e  i s  p h o s p h o r y l a t e d ,  arid  J o h n s t d n e
a n d  M i t c h e l l  (1 9 5 5 )  a l s o  u s i n g  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o ­
k i n a s e  fo u n d  t h a t  D -g lU o o s q n e  i s  p h o s p h o r y l a t e d / a t  a b o u t /  ' / S
t h e  same r a t e  a s  g l u c o s e .
 ^ ' - r
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A i l  o f  t h e  e v i d e n c e  so  f a r  p r e s e n t e d  c o n c e r n i n g  
t h e  p h o s p h b r y l a t i o n  o f  s u g a r s  Tby h e x o k i n a s e  p q i n t s v  t o  t h e  
f a c t  t h a t  o n e  s i n g l e  enzym e i s  p r e s e n t ,  a b l e  t o  c a t a l y s e  
t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  s e v e r a l  s u g a r s  h a v i n g  c l o s e l y  r e l a t e d  
s t r u c t u r e s .
1 1 1 .4 1 :  K i n e t i c s .
I n  g e n e r a l ,  t h e  r e l a t i v e  r a t e s  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  t h e  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  d e p e n d  on  t h e  s u g a r  c o n c e n t r a ­
t i o n .  G lu c o s e  i s  a t t a c k e d  m o re  r a p i d l y  t h a n  f r u c t o s e  a t  
lo w  h e x o s e  c o n c e n t r a t i o n s ,  w h i l e  f r u c t o s e  i s  a t t a c k e d  m ore  
r a p i d l y  a t  h ig h /  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s .  D ix o n  a n d  Needham 7*/  ^
(1 9 4 6 )  p o i n t e d  b u t  t h a t  t h i s  i n d i c a t e d  a / r e l a t i v e l y  lo w  7
f r u c t o s e  a f f i n i t y  f o r  t h e  e n z y r ie ,  a n  o b s e r v a t i o n  b o r n e  o u t  
b y  l a t e r  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s .  7> . 7 ,7
From  s t u d i e s  w i t h  w h o le  y e a s t  c e l l s  G o t t s c h a l k /
( 1 9 4 5 ,  1 9 4 7 ) ,  c o n c l u d e d  t h a t  o n l y  t h e  f u r a n o s e  fo rm  o f  
f r u c t o s e  b a n  b e  p h o s p h o r y l a t e d  b y  y e a s t  h e x o k i n a s b .  I n  
a g r e e m e n t  w i t h  t h e s e  f i n d i n g s  S l e i n ,  C o r i ,  a n d  C o r i  (1 9 5 0 )  
show ed  t h a t ,  a t  pH 5 . 9  a t  0 ° ,  t h e  r a t e  o f  D - f r u o t b s e  
u t i l i s a t i o n  by- c r y s t a l l i n e  h e x o k i n a s e  w as l i m i t e d  h y  some / 
n o n - e n z y m ic  f a c t o r ,  a s  g l u c o s e  u t i l i s a t i o n  w as n o t  l i m i t e d  
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  : T h e y 7a l s o  show ed t h a t  t h e  r a t e  o f  /
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  f r e s h l y  d i s s o l v e d  :D - f r u c t o p y r a n o s e  w as 7 77
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  a n  e q u i l i b r a t e d  s o l u t i o n
'O f f t o c t o s e ;  - 7  7 777. ---.-;7 - /77 .4 7 \7  4 / 7
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7V The d i s s o c i a t i o n ,  c o n s t a n t s  o f  t h e  e n z y m e -su b  s t r a t a  
c o m p le x e s  h a v e  b è e n  q u o te d  i n  o n l y  a  f e w  c a s e s *  
v a n E e y n in g  e n , :  a s  q u o te d  by  D ix o n  ( 1 9 4 1 ) ,  g i v e s  a  v a l u e  o f  ,
1 X 10*^ ^M f o r  t h e  g l u c o s e - e n z y m e  c o m p le x ,  arid E x  lO**'^ 
f o r  t h e  f r u e t o s e - e n z y m e  c o m p le x .  I n  a  l a t e r  c o m m u n ic a t io n  
S l e i n  (1 9 5 0 )  r e p o r t e d  t h e  f o l l o w i n g  v a l u e s  f o r  t h e  s u b s t r a t e -  
enzym e c o m p le x :  g l u c o s e ,  1 . 5  x  10**%; m a n n o s e ,  1 .0  x  1 0 " % ;
a n d  f r u e t o s e , 1 . 5 x  1 0 Wa j z e r  (1 9 5 5 )  s t a t e d  t h a t  t h e  
M i o h a e l i s  c o n s t a n t s  f o r  g l u c o s e  an d  f r u c t o s e  w e re  s i m i l a r ,  
b e i n g  o f  t h e  o r d e r  o f  5 x  1 0 He  a l s o  f b u n d  t h a t  f r u c ­
t o s e  w as p h o s p h o r y l a t e d  a t  a b o u t  h a l f  t h e  r a t e  o f  g l u c o s e  
when a n . e q u i m o l a r  m i x t u r e  o f  t h e  s u g a r s  w as u s e d .
/  The t u r n o v e r  n u m b e r  f o r  t h e  c r y s t a l l i n e  enzyme a t  
pH 7 . 5  a n d  5 0 ^ ,  i s  1 5 ,0 0 0  m o i s ,  o f  g l u c o s e y k o l .  o f  e n z y m e /m in .  
( B e r g e r ,  a t  a l .  1 9 4 6 ) .  When s a t u r a t e d  w i t h  m a n n o se  t h e  
v a l u e  i s  6 ,5 0 0  a n d  w hen s a t u r a t e d  w i t h  f r u c t o s e  i s  2 6 ,0 0 0 .
B r o w n .(1 9 5 1 )  s t a t e s  t h a t  t h e  t u r n o v e r  r a t e  o f  
g l u c o s a m i n e  i s  12,000  m o i s . / m o l * o f  h e x o k i n a s e /  m i n u t e  a t  
pH 7 . 8  a t  5 0 ° ;  g lu c o s a m i n e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  a t  a b o u t  709& 
o f  t h e  r a t e  o f  g l u c o s e  a c c o r d i r i g  t o  G r a n t  arid L ong ( 1 9 5 2 ) .  
D ix o n  an d  Needham  (1 9 4 6 )  h a v e  show n t h a t  t h e  enzym e h a s  a  
b r o a d  pH o p tim u m  b e tw e e n  8 a n d  9 .
« / /  7 ' '.^ 4 7".74/ '  ' 74" '  ' ' 47" ' :  : 44- '
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1 . 1 . 5 .  A c t i v a t i o n .  7
v o n  E u l e r  a n d  v o n  A d l e r  (1 9 5 5 )  f o u n d  t h a t  h e x o ­
k i n a s e  w as s t r o n g l y  a c t i v â t  ed b y  Mg*^ *^  i o n s ,  a  f a c t  c o n f i r m e d  
b y  B e r g e r  ^  a l  ( 1 9 4 6 )  who: g i v e  a  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  /.
2 .6  X 1 0 “”^  f o r  t h e  M g-ehzym e c o m p le x .  7; Mn'^’*' i o n s  a l s o  
a c t i v a t e  h e x o k i n a s e  a c c o r d i n g  t o  v o n  E u l e r ,  A d l e r ,  a n d  
V e s t r i h  (1 9 5 7 )  an d  O h lm e y e r  arid  O choa (1 9 5 7 )  b u t  no d e t a i l s /  - ;/v  
c o n c e r n i n g  t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  t h e  M n-enzym e c o m p le x  
a r e  know n.
A s p e c i f i c  p r o t e i n  a c t i v a t o r  h a s  b e e n  e x t r a c t e d  
f ro m  m u s c l e  b y  W e i l - M a l h e r b e  (1 9 5 1 )  w h ic h  c a u s e s  /a tw o t o  ] 
f i v e - f o l d  i n c r e a s e  i n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y .  T h e  a c t i v a t o r  i s  
n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  o t h e r  enzym e an d  i s  s p e c i f i o  f o r  
t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e  an d  f r u c t o s e .  I t  I s  n o t  / 
known i n  w h a t  m a n n e r  t h i s  p r o t e i n  a c t i v a t e s  t h e  h e x o k i n a s e ,  
b u t  t h e  n o n - s p e c i f i c  s t a b i l i s i n g  a c t i o n  o f  i n s u l i n  a n d  o t h e r  ' 
p r o t e i n s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  b y  B e r g e r  e t  a l  ( 1 9 4 6 )♦
1 . 1 . 6 .  I n a c t i v a t i o n .
v a n  H e y n in g é n  (1 9 4 2 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  mode o f  
a c t i o n  o f  m u s t a r d  g a s  a n d  l a c h r y m a t b r s  o n  h e x o k i n a s e  
d u r i n g  t h e , p e r i o d  1940  t o  1 9 4 1  and; f o u n d  h e x o k i n a s e  t o  b e ' a n  7 
enzym e c o n t a i n i n g  -SH g r o u p s :  , i t  w a s , t h e r e f o r e , i n a c t i v a t e d :  
b y  o x i d a t i o n  o r  b y  a l k y l a t i n g  a g e n t s  s u c h  a s  e t h y l  i o d o -  
a c e t a t è .  The enzym e w as a l s b  i n a c t i v a t e d  b y  m u s t a r d  g a s  
b y  r e a s o n  o f  a  c o m b i n a t i o n  o f - t h e . I n h i b i t o r  vwi t h / s o m e / g r o u p  '7/7%;
->
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o r  g r o u p s  T t ie o e s sa ry  f o r  enzym e a c t i o n ,  a b o u t  6 m o l e c u l e s  o f  
m u s t a r d  g a s  b e i n g  a t t a c h e d * t o  e a c h  m o l e c u l e  o f  p r o t e i n  
a c c o r d i n g  t o  B a i l e y  a n d  Webb ( 1 9 4 8 ) ^und  H a r r i o t t ,  A rison , a n d  
N o r th ro p '  ( 1946 ) .
On a c c o u n t  o f  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  e t h y l  i o d o a c e t a t e  
an d  i o d o a o e t i o  a c i d ,  a n d  t h e  l a t t e r * s  w e l l -k n o w n  i n h i b i t o r y  
a c t i o n  o n  -SH enzym es ( Q u a s t e l ,  1 9 5 5 ;  D i c k e n s ,  1 9 5 5 ) ,  t h e  
e f f e c t s  o f  t h e  l a o h r y m a t o r s  o n  t h e s e  enzym es w e r e  i n v e s t i ­
g a t e d  b y  m any g r o u p s  o f  w o r k e r s  b e tw e e n  1940  a n d  1 9 4 2 .
v a n  H e y n in g en  show ed  t h a t  t h e  -SH fo rm  o f  h e x o ­
k i n a s e  w;as c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  1.2  x  10""% e t h y l  i o d o a c e t a t e  
b u t  t h e  o x i d i s e d  fo rm  w as n o t  i n a c t i v a t e d . T he mono t h i o l  
l e w i s i t e ,  GiCH=CHAsGlg, p r o t e c t e d  h e x o k i n a s e  t o 7 some e x t e n t  
f ro m  t h e  a c t i o n  o f ' e t h y l  i o d o a c e t a t e ^  t h i s  b e i n g  e v i d e n c e  
f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  -SH g r o u p s  i n  t h e  en z y m e , a s  l e w i s i t e  i s  
known, t o ’ Combine w i t h  t h e s e  -BH g r o u p s .  ' /
/ B erger.v  e t  7 a l  (1 9 4 6 )  r e p o r t e d  t h a t  n e i t h e r  : c y s t e i n è  n o r
g l u t a t h i o n e  e x e r t e d  a n y  s t i m u l a t o r y  o r  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o n  : 
h e x o k i n a r i e , an d  c o n c l u d e d  t h a t  -SH g r o u p s  w e r e  n o t  e s s e n t i a l .7 
f o r  e n z y m ic  a c t i v i t y .  B a i l e y  an d  Webb (1 9 4 8 )  l a t e r  dem on­
s t r a t e d  t h a t  c r y s t a l l i n e  h e x o k i n a s e  i s  c o m p l e t e l y  i n a c t i v a t e d  
b y  0 .016M  so d iu m  i o d o a c e t a t e ,  c o n f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  o f  . 
v a n  H e y n in g en  (1 9 4 2 )  w i t h  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  
o f  t h e  enzym e .
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I t  w as show n b y  K u n i t z  a n d  M acD ona ld  (1 9 4 6 )  t h a t  
h e x o k i n a s e  w as i n a c t i v a t e d  r a p i d l y  b y  t r y p s i n ,  b u t  n o t  by  
c h y m o t r y p s i n .  T he  p r o t e o l y t i c  enzym es p r e s e n t  i n  c r u d e  
y e a s t  p l a s m b l y s a t e s  a l s o  i n a c t i v a t e  h e x o k i n a s e  v e r y  r a p i d l y ,  
v a n  H e y n in g e n  ( 1 9 4 2 ) ,  d u r i n g  h e r  e a r l y  w o rk  on  t h e  enzym e , 
n o t e d  t h a t  g l u c o s e  h a d  a  s t r o n g  p r o t e c t i v e  a c t i o n  a g a i n s t  
t h i s  p r o t e o l y t i c  e f f e c t ,  f r u c t o s e  b e i n g  m uch l e s s  e f f e c t i v e .  
The r e p o r t  o f  t h i s  p r o t e c t i v e  e f f e c t  w as o n e  o f  t h e  f a c t o r s  
W hich  l a t e r  a l l o w e d  t h e  c r y s t a l l i s a t i o n  o f  t h e  p u r e  enzym e . 
B e r g e r  a l  (1 9 4 6 )  r e p o r t e d  t h a t  f r u c t o s e  a n d  g l u c o s e  g a v e  
c o m p le t e  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  l o s s  o f  f r u c t o s e  a n d  g l u c o s e  
p h o s p h o r y l a t i o n  a c t i v i t i e s ^ / r e s p e c t i v e l y ,  b u t  d i d  n o t  c h e c k  
w h e t h e r  f r u c t o s e  a f f o r d e d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t " t h e  l o s s  o f  
g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i n g  a c t i v i t y ;  T h e y  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  
g l u c o s e  p r o t e c t e d  t h e  p u r e  enzym e a g a i n s t "  i n a c t i v a t i o n  by  
t r y p s i n .  The g r a d u a l  i n a c t i v a t i o n  o f  s o l u t i o n s  o f  t h e  p u r e  
enzym e c a n  b e  p r e v e n t e d ,  a c c o r d i n g  t o  K u n i t z  a n d  M acD ona ld  
( 1 9 4 6 ) ,  by  g l u c o s e  o r  m a n n o s e ,  a n d  t o  a /m u c h  s m a l l e r  e x t e n t ,  
b y  f r u c t o s e  o r  s u c r o s e .
T h ey  a l s o  f o u n d  t h a t  d i l u t e  h e x o k i n a s e  s o l u t i o n s  
w e re  s t a b i l i s e d  b y  1 #  g l y c i n e  a b o u t  70?S a s  e f f e c t i v e l y  a s  
b y  1% g l u c o s e .  The p r e s e n t  a u t h o r  h a s  c o n f i r m e d  t h i s  
s t a b i l i s i n g  e f f e c t  o f  g l y c i n e  an d  u s e d  i t  i n  t h e  i s o l a . t i o n  
o f  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e .
■ . 7  . , 1 3 8  • • ; ; ; •  ' ■ ' %.  ' , ’ 7 v  ' . - , 7
T he s p o n t a n e o u s  i n a c t i v a t i o n ^ q f  s o l u t i o n s  o f  t h e  ■/
p u r e  enzym e c a n  a l s o  b e  p r e v e n t e d  b y  d i l u t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  p r o t e i n s ,  I n s u l i n  i n  a  c o n c e n t r â t i o n  o f . l O ^ i / m l .  b e i r ig  /• ’
f o u n d ;  v e r y  e f f e c t i v e  b y : B e r g e r  e t  a l  ( 1 9 4 6 ) .  :
A l th o u g h  f l u o r i d e  i s  known t o  b e  à  p o t e n t  i n h i b i t o r  - 
o f  M g ^ ^ - c b n t a i h i n g  e n z y m e s , o n  a c c o u n t '  o f  i t s  M g - b in d in g  
p r o p e r t i e s ,  B e r g e r  e t  ^  ( 1 9 4 6 )  r e p p r t e d  t h a t  h e x o k i n a s e  w as / /
u n a f f e c t e d  b y  f l u o r i d e  up  t o  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0..125M, w hen . 
t h e  Mg"*"^  C o n c e n t r a t i o n  w as 6 . 5  x  1 0 ~ %  a n d  t h e  o r t h o p h o s p h a t e  
C o n c e n t r a t i o n  1 x  10"*% .' ' B a i l e y  a n d  "Webb {1948) o n  t h e  ' ;' ■/
o t h e r  h a n d ,  r e p o r t  a  46$  i n a  c t  i  v a t  i o n  ;p f  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  /
b y  0 .04M  s o d iu m  f l u o r i d e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 . 1  x  1 0 “ %  7
M gC lg, an d  W agne r  arid Y b u r k e { 1953) s t a t e  t h a t  0 . 1 5 - 0 . 20M Z
s o d i u m . f l u o r i d e  i n h i b i t s t o e x p k i n a s e  a c t i v i t y  p o m p l e t e l y .  /: ; / /
W a rb u rg  an d  C h r i s t i a n  (1 9 4 2 )  show ed  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  
e n o l a s e  b y  f l u o r i d e  d e p e n d s  b n  t h e  p r e s e n c e  o f  o r t h o p h o s ­
p h a t e . ,  . As B e r g e r  T et a i  (1 9 4 6  ): w e re  - t h e  o n l y  i h v e s t i g a t o r s  4
t o  s p e c i f y  t h e  o r t h o p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d ;  t h e  d i f f e r -  %
e n c e s  i n  t h e  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  on  h e x o k i n a s e  r e p o r t e d  b y  t h e  
t h r e e  g r o u p s  a r e  p o s s i b l y  d u e  t o  v a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p h o s p h a t e - p r e s e n t .  v 7' 4 :7' / : ; l
C o lo w ic k  arid K a l c k a r  ( l9 4 S )  n o t e d  t h a t  R o b i s o n ' s  
e s t e r  d o e s  n o t  i n h i b i t  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  h e x o s e  by  ATP -
a n d  l a t e r  S l e i n ,  C o r i , a p d  C o r i  (1950)7  r e p b r i t e d / t h a t C  g l u c o s e -  "
6- p h o s p h a t e  d i d  n o t  i n h i b i t  c r y s t a l l i n e  y e a s t  h e x o k i n a s e .
W e i l - M a l h e r b e , - a n d /  B one  (1 9 5 1 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  g l u c o s e -  
6- p h o s p h a t e  d i d  n o t  i n h i b i t  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e  
p r e p a r a t i o n .  . M ore  r e c e n t l y ,  C r a n e  a n d  S o l s  (1 9 5 5 )  i n d i c a t e d  
t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  p u r e  enzym e w as r e d u c e d  b y  9 p e r  
c e n t ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O.OIM g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e .  W a jz e r  
(1 9 5 5 )  u s i n g  t h e  f r a c t i o n  o f  y e a s t  m a c e r a t i o n  j u i c e  p r e c i p i t a t e d  
b e tw e e n  50 an d  75 p e r  c e n t ,  s a t u r a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e ,  
h a s  s t a t e d  t h a t  g l u c o s e - ô - p h o s p h a t e  i n h i b i t s  t h e  p h o s p h o r y l a ­
t i o n  o f  g l u c o s e .  He a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  
'was i n h i b i t o r y  to v /a rd s  f r u c t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  a  com­
p e t i t i v e  m a n n e r .  I t  i s  d i f f i c u l t ,  h o w e v e r ,  t o  a c c e p t  t h e  
v a l i d i t y  o f  t h e  c o n c l u s i o n s  r e a c h e d  f ro m  t h e  e x p e r i m e n t s  
d e s c r i b e d .  W a jz e r  (1 9 5 5 )  u s e d  a  p r e p a r a t i o n  o f  E m b d e n 's  
e s t e r  a s  t h e  s o u r c e  o f  t h e  i n h i b i t o r y  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  
so  t h a t  a l t h o u g h  f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e  w as u s e d  a s  a  c o n t r o l ,  
a n d  show ed lio i n h i b i t o r y  e f f e c t  t o w a r d s  e i t h e r  g l u c o s e  o r  
f r u c t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  i t  c a n n o t  b e  a t  a l l  c e r t a i n  t h a t  
t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n  i s  t h e  o n l y  o n e  b e i n g  m e a s u r e d ,  o r  
t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te s  do n o t  m ake t h e  
ATP r a t e - l i m i t i n g  i n  t h i s  co m p le x  s y s t e m .  T he h e x o k i n a s e  
r e a c t i o n  c a n  b e  c o n s i d e r e d  t o  b e  i r r e v e r s i b l e ,  a s  t h e r e  i s  
a  l o s s  o f  a b o u t  8,000  c a l o r i e s  p e r  m o l e c u l e  o f  g l u c o s e - ô -  
p h o s p h a t e  fo rm e d  (ATP h a s  a  h i g h  p h o s p h a t e  b o n d  e n e r g y  o f  
a b o u t  10,000  t o  12,000  c a l o r i e s ,  w h i l e  t h a t  o f  g l u c o s e - ô -  
p h o s p h a t e  i s  a b o u t  5 ,0 0 0  c a l o r i e s  p e r  m o le o t i l e )  /  T h u s ,
\  - , v ‘ r  ^ - WM. ' ^
i f  g l u o o s e - 6- p h o s p l i a t e  w e re  i n h i b i t o r y  to w a r d s  t h e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e  i t  w o u ld  i n d i c a t e  a  m e an s  w h e re b y  
t h e  am o u n t o f  g l u c o s e  m e t a b o l i s e d  by  t h e  c e l l  c o u l d  b e  c o n ­
t r o l l e d ,  f o r  t h e  r a t e  o f  i n i t i a l  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  
w o u ld  d e p e n d  o n  t h e  r a t e  o f  t h e  f u r t h e r  m e t a b o l i s m  o f  
g l u o o s 8- 6- p h o s p h a t e .
I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  S l e i n ,  C o r i ,  a n d  C o r i  (1 9 5 0 )  
t h a t  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e ,  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e ,  m a n n o s e -6-  
p h o s p h a t e ,  an d  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
10"*% d i d  n o t  i n h i b i t  f r u c t o s e  u t i l i s a t i o n  b y  y e a s t  h e x o k i n a s e ,  
a n d  a l s o  t h a t  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  w as  n o t  i n h i b i t e d  by  
m anno s  e - 6- p h o  s p h a t  e ., ,
T he a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  d o  h o t  8eem& t o  h a v e  a n y  
r e g u l a t o r y  e f f e c t  o n  t h i s  e n z y m e ,a s  i t  w a s  r e p o r t e d  b y  
C o low iC k  a n d  K a l c k a r  (1 9 4 3 )  t h a t  a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e  an d  
a d e n y l i c  a c i d  w e r e  n o t  i n h i b i t o r y  t o w a r d s  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  
a  f i n d i n g  c o n f i r m e d  b y  W e i l - M a l h e r b e /  a n d  B one (1 9 5 1 )  w i t h  
a  s i m i l a r  p a r t i a l l y  . p u r i f i e d  h e x o k i n a s e , . p r e p a r a t i o n .
T he a c t i v i t y  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e  i s  
n o t  a f f e c t e d  b y  D L - g l y c e r a l d e h y d e  ( A d l e r ,  C a l v e t ,  a n d  G u n t h e r ,  
1 9 5 7 ;  L a r d y ,  W i e b e l h a u s ,  a n d  M ann, 1950) a l t h o u g h  g l u c o s e  
f e r m e n t a t i o n  b y  d r i e d  y e a s t  e x t r a c t s  i s  i n h i b i t e d  ( A d l e r  
e t  a l . 1 9 5 7 ;  B o y la n d  a n d  B o y la n d ,"  1 9 5 8 ) .  L a r d y  ^  a l ,
(1 9 5 0 )  h a v e  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  L - s 6f b o s e - 1- p h o s p h a t e  h a d  no  = 
i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e .
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1*1.7. Conclusions.
P r e s e n t  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  h e z o k i n a s e  i s  n o t  
s p e c i f i c  f o r  t h e  common f e r m e n t a b l e  s u g a r s .  C e r t a i n  s m a l l  
v a r i a t i o n s  o f  C2 o f  t h e  g l u c o s e  m o l e c u l e  a r e  p e r m i s s i b l e  
w i t h o u t  a f f e c t i n g  t h e  p h o s p h o r y l a t i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e .
I t  h a s  b e e n  shown t h a t  g l u c o s e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  
i n  p o s i t i o n  6 ( C o lo w ic k  an d  K a l c k a r ,  1943) a s  i s  m an n o se  
( S l e i n ,  1 9 5 0 ) ,  a n d  g lu c o s a m i n e  ( B ro w n , 195]j; C o lo w ic k  a n d  
K a l c k a r , (1943) d e m o n s t r a t e d  b y  a n  i n d i r e c t  m e th o d ,  u s i n g  
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e ,  t h a t  f r u c t o s e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  
a t  p o s i t i o n  6 . M o re  r e c e n t l y .  S l e i n  e t  a l  ( 1 9 5 0 ) ,  u s i n g  
c r y s t a l l i n e  h e x o k i n a s e ,  c o n f i r m e d  G o t t s c h a l k * s  ( 1 9 4 5 ,  1 9 4 7 )  
a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  e x c l u s i v e  f e r m e n t a t i o n  o f  t h e  f u r a n o s e  
fo rm  o f  f r u c t o s e  b y  y e a s t  w as d u e  t o  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  
h e x o k i n a s e  f o r  t h i s  f o rm  o f  t h e  s u g a r .  T h ey  s t a t e d  t h a t  
" t h e  enzym e r e a c t s  w i t h  t h a t  fo rm  o f  f r u c t o s e  i n  s o l u t i o n  
w h ic h  c o n t a i n s  a  f r e e  h y d r o x y l  g ro u p  o n  0 6 " .  T he  s t r u c ­
t u r e s  o f  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  d e r i v a t i v e s  o f  E -d e o x y  g l u c o s e  
a n d  g l u c o s o n e  h a v e  n o t  b e e n  e l u c i d a t e d  b u t  i t  i s  p r o b a b l e  
t h a t  a  6- p h o s p h a t e  i s  fo rm e d  i n  e a c h  c a s e .
I t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  h e x o k i n a s e  i s  n o t  i n h i b i t e d  b y  
i t s  r e a c t i o n  p r o d u c t s .  A l th o u g h  t h e  e f f e c t  o f  many n a t u r a l  
s u g a r  p h o s p h a t e s  o n  h e x o k i n a s e  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d ,  t h e  
e f f e c t  o f  f r u c t o s e - l - p h o p p h a t e ,  fo rm e d  i n  some a n im a l  
t i s s u e s ,  h a s  n o t  b e e n  r e p o r t e d .
-  1 4 E  -
As f u r t h e r  i n d i c a t i o n s  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  o b t a i n e d  
o f  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  h e x o k i n a s e ,  b y  t h e  u s e  o f  p a r t i a l l y  
p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  en zy m e , a  m o re  c o m p le t e  
i n v e s t i g a t i o n  u s i n g  p u r e  h e x o k i n a s e  i s  now j u s t i f i e d *
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I.E. Mamalian Hexokinases.
The m am m alian  h e x o k i n a s e s  d i f f e r  i n  some r e s p e c t s  
f ro m  y e a s t  h e x o k i n a s e  h u t  a l s o  a p p e a r  t o  h a v e  some s i m i l a r  
p r o p e r t i e s *  T h ey  a r e  c o n s i d œ d  h e r e  i n  some d e t a i l  i n  o r d e r  
t h a t  a n  i n d i c a t i o n  m ig h t  h e  o b t a i n e d  o f  t h e  e f f e c t  w h ic h  
c o u l d  b e  p r o d u c e d  b y  s u b s t a n c e s  knovm. t o  a f f e c t  y e a s t  
h e x o k i n a s e .
l . E . l *  H i s t o r i c a l .
' A l th o u g h  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e s  
i n  a n i m a l  t i s s u e s  w as n o t  p r e s e n t e d  u n t i l  s e v e r a l  y e a r s  
a f t e r  y e a s t  h e x o k i n a s e  h a d  b e e n  e s t a b l i s h e d  a s  a  d e f i n i t e  
e n t i t y ,  m uch p r e s u m p t i v e  e v i d e n c e  h a d  a o c u ia u l a t e d  w h ic h  
made f a i r l y  c e r t a i n  t h a t  a  s i m i l a r  enzyme d i d  e x i s t .
M e y e rh o f  (19E 7) show ed  t h a t  h e x o s e  p h o s p h a t e s  w e re  fo rm e d  
d u r i n g  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e  b y . f r e s h  m u s c le  e x t r a c t s ,  
a n d  l a t e r  w i t h  Lohiaann (1 9 3 1 )  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  w h ic h  l e d  
th e m  t o  s u g g e s t  t h a t  ATP a c t e d  a s . a  p h o s p h a t e  d o n o r  i n  m u s c l e  
g l y c o l y s i s .
The l a t e r  s t u d i e s  m ade by  D i s c h e  (1 9 5 5 )  o n  l y s e d  r e d  
b l o o d  c e l l s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  b re a k d o w n  o f  g l u c o s e  o r  
h e x o s e  m o n o p h o s p h a te  w as  p r e c e d e d  by  a  p h o s p h o r y l a t i o n  
o c c u r r i n g  t h r o u g h  t h e  m e d i a t i o n  o f  ATP. Many m o re  i n d i r e c t  
o b s e r v a t i o n s  m ade d u r i n g  t h e  n e x t  f i v e  y e a r s  i n d i c a t e d  t h a t  
g l u c o s e  w as p h o s p h o r y l a t e d  b y  a  h e x o k i n a s e  s i m i l a r  t o  t h a t  
f o u n d  i n  y e a s t , b u t  t h e  f i r s t  d i r e c t  o b s e r v a t i o n  o f  h e x o k i n a s e
"1 4 4 ' \
a c t i v i t y  i n  a n i m a l  t i s s u e s  w as m ade b y  G e i g e r  (1 9 4 0 )  u s i n g  
b r a i n  e x t r a c t s .  C o lo w ic k ,  K a l o k a r ,  an d  C o r i  (1 9 4 1 )  w e re  
u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h i s  d i r e c t  t r a n s f e r  o f  p h o s p h a t e  t o  
g l u c o s e  i n  m am m alian  t i s s u e s  b u t  O choa (1 9 4 1 )  w as a b l e  t o  
c o n f i r m  G e i g e r ’ s  (1 9 4 0 )  f i n d i n g s .
O choa  (1 9 4 1 )  i n t r o d u c e d  a t  t h i s  t i m e  t h e  t e c h n i q u e  
o f  s t u d y i n g  t h e  r e a c t i o n  w i t h  a c e t o n e - d r i e d  t i s s u e  e x t r a c t s  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p o t a s s i u m  f l u o r i d e  w h ic h  a c t e d  a s  a  s t a b i l i s e r  
o f  t h e  h e x o k i n a s e  a n d  a n  i n h i b i t o r  o f  t h e  A T P a se . U s in g
t h i s  t e c h n i q u e  C o r i ,  C o lo v d c k ,  B e r g e r ,  an d  S l e i n  (1 9 4 1 -4 4 )
' *w e re  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e '  i n  r e t i n a ,  
b r a i n ,  h e a r t ,  l i v e r ,  k i d h e y  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e .
T h e r e  w as a t  t h i s  t i m e  no e v i d e n c e  t o  show  t h a t  m ore  
t h a n  o n e  enzyme w as r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
a l l  t h e  s u g a r s  t e s t e d ^  b u t  l a t e r  e x p e r i m e n t s  h a v e  shov/n t h a t  
s p e c i f i c  g l u c o k i n a s e s  an d  f r u c t o k i n a s e s  a r e  p r e s e n t  i n  v a r i o u s  
t i s s u e s .
1 . E . 8 .  P h y s i c a l  P r o p e r t i e s .
T he  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  m am m alian  h e x o k i n a s e s  
a r e  unknown, a s  n o n e  h a v e  s o  f a r  b e e n  o b t a i n e d  i n  a  p u r e  
c r y s t a l l i n e  s t a t e .
1 . E . 3 .  S p e c i f i c i t y .
T he r a t e  o f  g l y c o l y s i s  o f  g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  is ,  ' 
d i f f é r e n t  i n  v a r i o u s  t i s s u e s .  T h i s  d i f f e r e n c e  may b e  d u e  .
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t o  t h e  e x i s t a n c e  o f  s e p a r a t e  h e x o k i n a s e s  w h ic h  a c t i v a t e  g l u c o s e  
o r  f r u c t o s e  r e s p e c t i v e l y ,  o r  t o  a  s i n g l e  enzym e w h ic h  r e a c t s  
w i t h  g l u c o s e  m uch m o re  r e a d i l y  t h a n  w i t h  f r u c t o s e .
Many o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  o p e n  t o  s u s p i c i o n ,*  
h o w e v e r ,  a s  r e l a t i v e l y  im p u r e  enzym e p r e p a r a t i o n s  a r e  b e i n g  
u s e d ,  a n d  t h e r e  i s  a  l a c k  o f  a d e q u a t e  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s .
T h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  r e g a r d i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  b r a i n ,  
l i v e r  a n d  m u s c l e  k i n a s e s  w i l l  b e  c o n s i d e r e d  h e r e ,  i n  t h a t  
o r d e r .  T he a b s o r p t i o n  o f  h e x o s e s  i n t o  t h e  i n t e s t i n e  i s  ,
a l s o  d i s c u s s e d ,  a t  t h e  en d  o f  t h i s  s e c t i o n ,  a s  i t  i s  g e n e r a l l y  
c o n s i d e r e d  t h a t  s u c h  a b s o r p t i o n  o c c u r s  t h r o u g h  a  p h o s p h o r y l a t ­
i n g  m e c h a n is m .
I t  w as d e m o n s t r a t e d  b y  M e y e rh o f  an d  G e l i a z k o w a  (1 9 4 7 )  
t h a t  i n  b r a i n  a n d  tuD iou r t i s s u e ,  g l u c o s e  i s  m e t a b o l i s e d  much 
f a s t e r  t h a n  f r u c t o s e  a t  lo w  S u g a r  c o n c e n t r a t i o n s ,  i n  c o n f i r m a ­
t i o n  o f  t h e  f i n d i n g s  o f  B o y la n d  a n d  B o y la n d  ( 1 9 5 8 ) .
M e y e r h o f  (1 9 4 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  e f f e c t  m i g h t  b e  d u e  t o  
a  much l o w e r  a f f i n i t y  o f  f r u c t o s e  f o r  b r a i n  h e x o k i n a s e  t h a n  
o f  g l u c o s e  f o r  t h e  en zy m e , a t  lo w  ATP c o n c e n t r a t i o n s .  I n  
t h e  n e x t  y e a r  M e y e rh o f  a n d  W i l s o n  (1 9 4 8 )  , u s i n g  b r a i n  h o m o g e n a te s  
a n d  c r u d e  e x t r a c t s ,  r e p o r t e d  t h a t  a t  lo w  h e x o s e  c o n c e n t r a t i o n s ,  
f r u c t o s e  h a d  a  m uch l o w e r  a f f i n i t y  f o r  b r a i n  h e x o k i n a s e  t h a n  
d i d  g l u c o s e .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  6 x  1 0 “ %  p o t a s s i m  
n a p h t h o q u i n o n e  s u l p h o n a t e  a n d  a t  lo w  h e x o s e  c o n c e n t r a t i o n s .
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t h e  r a t e  o f  f r u c t o s e  p h o s p h o r y l a t i o h  w as show n t o  h e  l o w e r  
t h a n  t h a t  o f  g l u c o s e ,  h u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r  
a t  h i g h  h e x o s e  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  r a t e s  w e re  s i m i l a r .  A s ,  
a c c o r d i n g  t o  t h e s e  a u t h o r s ,  y e a s t  show s no  d i f f e r e n c e  i n  
a f f i n i t y  f o r  g l u c o s e  o r  f r u c t o s e  a t  lov / h e x o s e  o r  ATP c o n c e n ­
t r a t i o n s ,  i t  w as s u g g e s t e d  t h a t  tw o s e p a r a t e  k i n a s e s  a r e  
p r e s e n t  i n  b r a i n  t i s s u e .
An a c e t o n e - d r i e d  b e e f  b r a i n  p o w d e r  w as u s e d  by  
H a r p u r  an d  Q u a s t e l  (1 9 4 9 )  i n  a  s t u d y  o f  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  g l u c o s e ,  f r u c t o s e  an d  g l u c o s a m i n e ,  p h o s p h o r y l a t i o n  b e i n g  
m e a s u r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  C o lo w ic k  a n d  K a l o k a r  (1 9 4 3 )  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  i o d o a o e t a t e .  , T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  p u r p o r t e d  t o  
d e s c r i b e  m u t u a l  c o m p e t i t i o n  b e tw e e n  t h e  s u b s t r a t e s  f o r  a  p h o s -  
p h o r y l a s e ,  b u t  a s  t h e  e x p e r i m e n t s  w e re  c a r r i e d  o u t  a t  a  r a t e -  
l i m i t i n g  ATP c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  c o n c l u s i o n s  r e a c h e d  n e e d  n o t  
b e  t h e  c o r r e c t  o n e s .  T he i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  E - a c e t y l  g l u c o s ­
a m in e  o n  t h e  p h o s p h o r y l a t i n g  o f  g l u c o s e ,  f r u c t o s e  an d  g l u c o s ­
a m in e  i n  t h i s  c o m p le x  s y s t e m ,  d o e s  no m o re  t h a n  s u g g e s t  t h a t  
o n e  enzym e may b e  i n v o l v e d  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  a l l  
t h r e e  s u b s t r a t e s ,  a n d  d o e s  n o t  a s  s t a t e d  b y  t h e  a u t h o r s  "m ake 
i t  d i f f i c u l t  t o  b e l i e v e  t h a t  i s  n o t  t h e  c a s e " .
W ie b e lh a u s  a n d  L a r d y  (1 9 4 9 )  a l s o  u s e d  a c e t o n e -  
d r i e d  b e e f  b r a i n  t o  d e m o n s t r a t e  a  h i g h e r  r a t e  o f  p h o s p h o r y l a ­
t i o n  o f  g l u c o s e  t h a n  O f f r u c t o s e .  T h i s  s y s te m  p h o s p h o r y l a t e d  
D - g l u c o s e - ,  D - f r u o t o s e - ,  a n d  D -m a n n o se -  6 p h o s p h a t e s  b u t  ^
X- X : '  "v ' \ . t ,  'V-- ; '  ' r '
'.'il- 14Y ,'—
n o t  L - g l u c o s e ,  D - g a l a c t o s e ,  L - s o r b p s e , ,  D r - r ib o s e ,  D - a r a b i n o s e ,  
L - r h a m n o s e ,  B - x y l o s e ,  p o t a s s i u m  D - g l u c o n a t e  o r  p o t a s s i u m  
B - o x o - D - g l u o o h a t e .  I t  was. f o u n d  t h a t  so d iu m  i o n s  w e re  
i n h i b i t o r y  t o w a r d s  g l u o o k i n a s e  a c t i v i t y  t o  some e x t e n t  i n  
a  d i a l y s e d ,  l y o p h i l i s e d  b e e f  b r a i n  p r e p a r a t i o n ;  t h e  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  o f  D - f r u o t o s e  o r  D - f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e  w as n o t  
a f f e c t e d .  I n  a d d i t i o n ,  c e r t a i n  e x t r a c t s  w e re  fo u n d  t o  b e  
m o re  a c t i v e  t o w a r d s  g l u c o s e ,  w h e r e a s  o t h e r  w e re  o b t a i n e d  h a v i n g  
g r e a t e r  f r u c t o k i n a s e  a c t i v i t y .
C o n s i d e r e d  t o g e t h e r ,  t h e s e  r e s u l t s  ( K e y e r h o f  an d  
W i l s o n ,  1 9 4 8 ;  H a r p u r  a n d  Q u a s t e l ,  1 9 4 9 ;  W i e l b e l h a u s  a n d  
^ a rd y >  1 9 4 9 )  i n d i c a t e  t h a t  tw o k i n a s e s  h a v i n g  d i f f e r e n t  
s u b s t r a t e  a f f i n i t i e s  may e x i s t  i n  b r a i n  t i s s u e .  The so d iu m  
e f f e c t  h a s  n o t  b e e n  c o n f i r m e d ,  h o w e v e r ,  a n d  t h e  d i f f e r e n c e . 
b e tw e e n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  r a t e s  o f  g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  may 
n o t  b e  s i g n i f i c a n t  w hen the^ t y p e  o f  enzym e p r e p a r a t i o n  i s  
c o n s i d e r e d .
The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  D - f r u o t o s e  b y  b r a i n  h e x o ­
k i n a s e  i s  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  b y  D - g l u c o s e  a n d  D -m a n n o se ,  
a c c o r d i n g  t o  S l e i n ,  C o r i ,  a n d  C o r i  ( 1 9 5 0 ) ,  t h e r e  b e i n g  o n l y  
15  p e r  c e n t ,  o f  n o r m a l  f r u c t o s e  u t i l i s a t i o n  w hen t h e  i n i t i a l  . 
c o n c e n t r a t i o n  o f  f r u c t o s e  w as  f o u r  t i m e s  t h a t  o f  g l u c o s e .
As f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  enzym e p r e p a r a t i o n  w i t h  ammonium 
s u l p h a t e  o r  a c e t o n e  f a i l e d  t o  p r o d u c e  a  s h i f t  i n  t h e  r a t i o  o f  
g l u c o s e  t o  f r u c t o s e  u t i l i s e d ,  i t  w as c o n s i d e r e d  t h a t  t h e
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" p r é d o m i n a n t  t y p é  o f  h e x o k i n a s e  f o u n d  i n  a n  e x t r a c t  o f  
a c e t o n e - d r i e d  b r a i n  i s  o f  t h e  y e a s t  t y p e " .  I s o - e l e o t r i o  
p r e c i p i t a t e s  o f  t h e  b r a i n  enzym e g a v e " s o m e w h a t  l o w e r  
r a t i o s "  h o w e v e r ,  s o  t h a t  t h e s e  r e s u l t s  c o u l d  a l s o  b e  i n t e r ­
p r e t e d  a s  b e i n g  p r o o f  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  s e p a r a t e  p h o s p h o ­
r y l a t i n g  enzym es f o r  g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e .
A l l  o f  t h e  k i n a s e  p r e p a r a t i o n s  u s e d  i n  t h e  w ork  
m e n t io n e d  w e r e  known t o  b e  co m p le x  m i x t u r e s  o f  enzym es  so  
t h a t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  o p e n  t o  m any i n t e r p r e t a t i o n s .
A much p u r e r  b r a i n  h e x o k i n a s e  p r e p a r a t i o n  was o b t a i n e d  by  
C r a n e  an d  S o l s  (1 9 5 3 )  b y  t r e a t i n g  c e r t a i n  p a r t i c u l a t e  m a t e r i a l  
f ro m  c a l f  b r a i n  w i t h  l i p a s e  a n d  so d iu m  d e o x y c h o l e a t e .  T he 
m a t e r i a l  o b t a i n e d  o n  h i g h  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  t r e a t e d  
p r e p a r a t i o n  h a d  h i g h  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  a n d  no  p h o s p h o f r u c o -  
k i n a s e  a c t i v i t y .  I t  w as s t a t e d  t h a t  t h i s  p r e p a r a t i o n  
p h o s p h o r y l a t e d “g l u c o s e Ï f r u c t o s e ,  B -d e p x y  g l u c o s e  a n d  m a n n o s e ,  
a n d  t h e r e  w as fo u n d  t o  b e  n o  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  f a t e s  o f  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e  a n d  f f U c t o s e  a t  lo w  s u b s t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n s . T h e s e  r e s u l t s  a r e  n o t  e v i d e n c e  t h a t  enzym es 
s p e c i f i 0 f o r  g l u c o s e  o r  f r u c t o s e  do n o t  e x i s t  i n  b r a i n  t i s s u e ^  
a l t h o u g h  C r a n e  a n d  S o l s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
s i n g l e  enzym e w as i n d i c a t e d ,  h a y i n g  a  s p e c i f i c i t y  s i m i l a r  t o  
t h a t  o f  y e a s t  h e x o k i n a s e .
S p e c i f i c  k i n a s e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  m o re  d e f i n i t e l y  
i n  l i v e r  a n d  m u s c le  t i s s u e .  C o r i  (1 9 4 1 )  m e n t io n e d  t h e
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i s o l a t i o n ;  o f  f r u c t o s e - l - p î i o s p l i a t e  f ro m  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  
a n d  s i x  y e a r s  l a t e r  G o r i  a n d  S l e i n  (1 9 4 7 )  s t a t e d  t h a t  g l u c o s e  
an d  f r u c t o s e  a r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  d i f f e r e n t  enzym es  i n  
l i v e r  t i s s u e .  V e s t l i n g ,  I r i s h ,  H i r s c h ,  a n d  G r a n t  (1 9 4 9 )  
s t a t e d . t h a t  a  f r u c t o k i n a s e ,  h a v i n g  no g l u o o k i n a s e  a c t i v i t y ,  
h a d  b e e n  s e p a r a t e d  f ro m  l i v e r  t i s s u e ,  a n d  i n  a  l a t e r  p a p e r  
V e s t l i n g  M y l r o i e ,  I r i s h ,  a n d  G r a n t  (1 9 5 0 )  show ed  t h a t  a  r a t  
l i v e r  e x t r a c t  p h o s p h o r y l a t e d  f r u c t o s e  u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s  
a t  t e n  t i m e s  t h e  r a t e  o f  g l u c o s e .
A f r u c t o k i n a s e ;  w as d e f i n i t e l y  o b t a i n e d  f ro m  l i v e r  
b y  L e u t h a r d t  a n d  T e s t a  (1 9 5 0 a )  a n d  shown t o  p h o s p h o r y l a t e  
D - s o r b o s e  a n d  D '- t a g a t o s e  i n  a d d i t i o n  t o  f r u c t o s e ,  b u t  n o t  
m a n n o s e ,  g l u c o s e ,  o r  g a l a c t o s e .  T h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  
t h e  name k e t o h e x o k i n a s e  f o r  t h e  en zy m e .
/ T he e x i s t e n c e  o f  a n  enzym e w h ic h  s p e c i f i c a l l y  
p h o s p h o r y l a t e d  g a l a c t o s e  w as ; p o s t u l a t e d  b y  K o s t e r l i t z  ( 1 9 4 5 ) ,  
who h a d  p r e v i o u s l y  ( K o s t e r l i t z ,  1 9 5 7 )  show n t h a t  t h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  g a l a c t o s e  t o  r a b b i t s  p r o d u c e d  a n  a c c u m u la ­
t i o n  o f  g a l a o t o s e - 1 - p h o s p h a t e  i n  t h e  l i v e r .  I t  w as f o u n d  
t h a t  t h e  t r e a t m e n t  o f  l i v e r  e x t r a c t s  w i t h  b e n t o n i t e  g a v e  
k i n a S e  p r e p a r a t i o n s  h a v i n g  much g r e a t e r  g a l a c t o k i i i a s e  a c t i v i t y  
t h a n  g l u c o k i h a s e  a c t i v i t y  ( T f u o c o ,  G a p u t t o ,  L e l o i r  a n d  
M i t t e l m a n n ,  1948 ) a n d  f r a c t i o n a t i o n  w i t h  a c e t o n e . o r  a l c o h o l  
g a v e  p r e p a r a t i o n s  h a v i n g  h i g h e r  g l u o o k i n a s e  a c t i v i t y .  T h e
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e x i s t e n c e  o f  g a l a c t o k l n a s e  a s  a n  enzym e s p e c i f i c  f o r  
g a l a c t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  w as  d e m o n s t r a t e d  f i n a l l y  by  
B a o i l a  ( 1 9 4 9 ) ,  who o b t a i n e d  a  g a l a o t o k i n a s e  p r e p a r a t i o n  f ro m  
l i v e r  w h ic h  show ed no g l u o o k i n a s e  o r  f r u c t o k i n a s e  a c t i v i t y .  
L e l o i r . a n d  C a r d i n i  (1 9 5 5 )  m e n t i o n e d  t h a t  a  l i v e r  g a l a o t o ­
k i n a s e  h a s  b e e n  i s o l a t e d  w h ic h  w i l l  p h o s p h o r y l a t e  D - g a l a o t o s -  
a m in e .  T h i s  r e a c t i o n  i s  e x p e c t e d  i n  v i e w  o f  t h e  r e p o r t e d  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s a m i n e  by  b r a i n  h e x o k i n a s e  ( H a r p u r  
a n d  Qua s t e l ,  1 9 4 9 ) .
' C ru d e  e x t r a c t s  o f  [ m u s c le  Ip a b b i t l  a r e  a b l e  t o  p h o s ­
p h o r y l a t e  f r u c t o s e ,  g l u c o s e  a n d  m a n n o s e .  S l e i n  e t  a l
(1 9 5 0 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  f r a c t i o n s  h a v i n g  h i g h  g l u o o k i n a s e  
a c t i v i t y  c a n  b e  s e p a r a t e d  f ro m  t h o s e h a v i n g  h i g h  f r u c t o k i n a s e  
a c t i v i t y ) b y  f r a c t i o n a l  p r e c i p i t a t i o n  o f  m u s c l e  e x t r a c t s  w i t h  
a c e t o n e  o r  ammonium s u l p h a t e ^  a  d e f i n i t e  s e p a r a t i o n  o f  g l u o o ­
k i n a s e  an d  f r u c t o k i n a s e  f ro m  m u s c le  e x t r a c t s  w as r e p o r t e d  
i n  t h e  n e x t  y e a r  b y  G o r i ,  O c h o a ,  S l e i n ,  a n d  G o r i  ( 1 9 5 1 ) .  
C o lo w ic k  (1 9 5 1 a )  h a s  s t a t e d  t h a t  m a n n o se  i s  a l s o  p h o s p h o r y l a t e d  
b y  a  f r a c t i o n  o f  r a t  m u s c l e  w h ic h  w i l l  p h o s p h o r y l a t e  g l u c o s e  
a n d  f r u c t o s e .  As a  s p e c i f i c  f r u c t o k i n a s e  c o u l d  b e  i s o l a t e d ,  
i n  a d d i t i o n  t o  t h e  k i n a s e  a c t i n g  o n  g lu c o s e . ,  f r u c t o s e  a n d  
m a n n o s e ,  i t  w as c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  a r e  p r e s e n t  i n  a n i m a l  
t i s s u e s  a t  l e a s t  tw o h e x o k i n a s e s .
The p r o c e s s  o f  a b s o r p t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e s  i n t o  t h e  
i n t e s t i n e  w as c o n s i d e r e d  t o  b e  due t o  p h o s p h o r y l a t i o n  i n
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t h e  h e x o s e - a h s o r h i n g  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  i n d e p e h d a n t l y  by  
V if i lb ra n t  a n d  L a s z t  (1 9 5 5 )  a n d  L u n d s g a a r d  (1 9 5 5 )  . I t  w as 
shown b y  L u n d s g a a r d  (1 9 5 5 )  t h a t  p h l o r i d z i n  c a u s e d  a  m a rk e d  ^ 
a n d  s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  p h o s p h o r y l a t i o n ,  w h ic h  a g r e e d  i n  
t h e o r y  w i t h  t h e  w o rk  o f  H agano  (1 9 0 S )  who h a d  d e m o n s t r a t e d  a  
p h l o r i d z i n  i n h i b i t i o n  o f  i n t e s t i n a l  g l u c o s e  a b s o r p t i o n .
L a t e r ,  L a s t z  an d  S lx llm an î ( 1 9 5 5 )  f o u n d  i n c r e a s e d  a m o u n ts  o f  
p h o s p h a t e  e s t e r s  p r e s e n t  i n  t h e  i n t e s t i n a l  w a l l  f o l l o w i n g  
t h e  a b s o r p t i o n  o f  h e x o s e s ,  a  f i n d i n g  c o n f i r m e d  b y  V e r z a r  
a n d  S u l lm a n  (1 9 5 7 )  a n d  L u n d s g a a r d  ( 1 9 5 9 ) .  I n  t h e i r  w e l l -  
known m o n o g ra p h  o n  t h e  s u b j e c t ,  V e r z a r  a n d  M c D o u g a ll  (1 9 5 6 )  
e x p l a i n e d  t h e  s e l e c t i v e  a b s o r p t i o n  o f  c e r t a i n  h e x o s e s  a s  a  
p h o s p h o r y l a t i o n  w h ic h  i n c r e a s e d  t h e  d i f f u s i o n  g r a d i e n t ,  
fo llo w ^ed  by  a  d e p h o s p h o r y l a t i o n  i n s i d e  t h e  c e l l .  The e s t e r s  
f o rm e d  i n  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o sa  w hen g l u c o s e ,  f r u c t o s e  a n d  
g a l a c t o s e  w e re  a d m i n i s t e r e d  t o  r a b b i t s ,  w e re  f i n a l l y  i s o l a t e d  
a n d  a n a l y s e d  b y  K j e r u l f - J e n s e n  (1 9 4 8 )  a n d  f o u n d  t o  b e  m o n o p h o s­
p h a t e  e s t e r s .  B eck  (1 9 4 8 )  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  am oun t 
o f  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te  p r e s e n t  i n  t h e  r a t  i n t e s t i n a l  m u c o sa  
i n c r e a s e d  d u r i n g  h e x o s e  a b s o r p t i o n .  The r o l e  o f  h e x o k i n a s e  
i n  t h e  i n t e s t i n a l  a b s o r p t i o n  o f  s u g a r s  w as e v e n  m o re  s t r o n g l y  
i n d i c a t e d  by  t h e  c l o s e  c o r r e l a t i o n  f o u n d  b y ^ H e le  ( 1 9 5 0 ,
1 9 5 5 )  b e tw e e n  t h e  a b s o r p t i o n  r a t e s  an d  r a t e s  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  v a r i o u s  s u g a r s  i n  t h e  r a t  i n t e s t i n e .  As t h e  g a l a c t o s e
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p h o s p i x o r y l a t i n g  a c t i v i t y  w as  v e r y  l a b i l e  i t  w as s u g g e s t e d  
t h a t  a  g a l a o t o k i n a s e  w as p r e s e n t ,  s e p a r a t e  f r o m  t h e  enzym e 
w h ic h  p h o s p h o r y l a t e d -  g l u c o s e ,  m a n n o se  a n d  x y l o s e .  L o n g ,
(1 9 5 8 )  h a s  p o i n t e d  o u t ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  
o f  r a t  i n t e s t i n a l  m u c o sa  i s  s u c h  t h a t  a l l  o f  t h é  n o rm a l  
c a r b o h y d r a t e  i n t a k e ,  m e a s u r e d  a s  g l u c o s e ,  c a n n o t  b e  
p h o s p h o r y l a t e d  b y  t h e  m u c o s a .
1 . 8 . 4 . ;  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  P h o s i o h o r y l a t e d  P r o d u c t s .
T he  p r o d u c t s  fo rm e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  a n i m a l  p h o s -  
p l i o k i n a s e s  h a v e  s i m i l a r  s t r u c t u r e s  t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  t h e  
a c t i o n  o f  h e x o k i n a s e .  Much o f  t h e  e v i d e n c e  o b t a i n e d  i s  o f  
a n  i n d i r e c t  n a t u r e ,  a s  t h e  i m p u r i t y  o f  t h e  enzym e p r e p a r a t i o n s  
d o e s  n o t  a l l o w  d i r e c t  o b s e r v a t i o n  t o 3 b e  m a d e , b u t  i t  h a s  b e e n  
e s t a b l i s h e d  t h a t  f r u c t o s e - l - p h o s p h a t e  i s  t h e  p r o d u c t  o f  f r u c t o s e  
p h o s p h o r y l a t i o n  i n  l i v e r  t i s s u e .
T he p r i m a r y  p r o d u c t  o f  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n
i n  b r a i n  e x t r a c t s  w as shqvm t o  b e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  by
C o lo w ic k ,  G o r i ,  a n d  S l e i n  ( 1 9 4 7 ) . '  I t  w as s t a t e d  l a t e r
( S l e i n a h ,  1 9 5 0 )  t h a t  a s  t h e y  c o u l d  d e t e r m i n e  t h e  r a t e  o f
f r u c t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  b y  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n
o f  f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e  i n  an , en z y m ic  s y s t e m  w h ic h  d i d  n o t
a f f e c t  f r u o t o . s e - l - p h o s p h a t e ,  f r u c t o s e  w as p h o s p h o r y l a t e d  a t
C6 i n  b r a i n  t i s s u e .  T he  s t r u c t u r e s  o f  t h e  p h o s p h a t e  e s t e r s
form ed- f r o m ; 'O th e r  h e x o s e s '  by ' b r a i n  h e x o k i n a s e  h a v e  n o t  b e e n  ’ 
r e p o r t e d .  r - ' '
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,T he  g a l a c t o s e  e s t e r  a c c u m u l a t i n g  i n  t h e  l i v e r  t i s s u e  
o n  a d m i n i s t r a t i o n  o f  g a l a c t o s e  w as f o u n d  t o  h e  g a l a o t o s e - 1-  
p h o s p h a t e  ( K o s t e r l i t z ,  194 5 )  a l t h o u g h  no p r o o f  w as g i v e n  
t h a t  t h i s  w as t h e  p r i m a r y  a s t e r  f o r m e d .  T r u o c o ,  e t  a l  
(194-8) s t a t e  t h a t  g a l a c t o s e - 1 - p h o s p h a t e  i s  fo rm e d  by  a  l i v e r  
g a l a o t o k i n a s e ,  how rever , an d  a  s i m i l a r  p r e p a r a t i o n  i s  s a i d  t o  
p h o s p h o r y l a t e  g a l a c t o s a m i n e  o n . C l  ( L e l o i r  a n d  C a r d i n i ,  1 9 5 5 ) .
F r u o t o s e - l - p h o s p h a t e  w as  i s o l a t e d  f ro m  l i v e r  t i s s u e  
b y  C o r i  (1 9 4 1 )  a n d  b y  K j e r u l f - J  e n s en  (1 9 4 8 )  f o l l o w i n g  t h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  f r u c t o s e .  T he e s t e r  w as f i n a l l y  i d e n t i f i e d  
a s  t h e  p r o d u c t  o f  f r u c t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  b y  l i v e r  f r u o t o -  
k i n a s e  b y  L e u t h a r d t  a n d  T e s t a  (1 9 5 0 )  a n d  C o r i  _et ( 1 9 5 0 ) .
The s t r u c t u r e  o f  t h e  g l u c o s e  e s t e r  fo rm e d  on  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  g l u c o s e  b y  l i v e r  g l u o o k i n a s e  w as n o t  d e s c r i b e d  by  t h e  
l a t t e r  a u t h o r s  b u t  i t  w as  c o n s i d e r e d  t h a t  g l ü c o s e - 6- p h o s p h a t e  
may b e  p r o d u c e d .
T he  h e x o s e  p h o s p h a t e s  fo rm e d  by  t h e  a c t i o n  o f  m u s c l e  
k i n a s e s  h a v e  n o t  y e t  b e e n  d e f i n i t e l y  i d e n t i f i e d .
S l e i n  ( 1 9 4 9 ,  1 9 5 0 )  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  p h o s -  
p h o m a n n o se  i s o m e r a s e  i n  r a t  a n d  r a b b i t  m u s c le  a n d  t h i s  f i n d i n g  
w as c o n s i d e r e d  t o  b e  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  m a n n o se  o n  C6 , b y  C o lo w ic k  ( 1 9 5 1 b ) ,  b u t  t h i s  i s  n o t  a  
l e g i t i m a t e  a s s u m p t i o n  i n  v i e w  o f  t h e  c r u d e  e x t r a c t s  u s e d .
K j e r u l f - I e n s e n  (1 9 4 8 )  s t a t e d  t h a t  t h e  f r u c t o s e  
e s t e r  a c c u m u l a t i n g  i n  i n t e s t i n a l  m u c o sa  o n  a d m i n i s t r a t i o n ,  o f
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f r u c t o s e  w as f r u c t o s e - ^ l - p î i o s p h a t e ^  b u t  t h e r e  i s  no  e v i d e n c e  
t h a t  t h i s  i s  t h e  p r i m a r y  e s t e r  f o r m e d .  G l u c o s e - 6- p h o s p h a t e
a n d  g a l a 0t o 8e - 6- p h o s p h a t e  w e r e  a l s o  i d e n t i f i e d  b u t  i t  i s  
n o t  k n o w n w h e th e r  t h e s e  e s t e r s  a r e  fo rm e d  d i r e c t l y  b y  t h e  
a c t i o n  o f  m u c o s a l  k i n a s e s .
1 . 8 . 5 .  K i n e t i c s .
T he k i n e t i c  d a t a  r e p o r t e d  by  s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  
( W ie b e lh a u s  a n d  L a r d y ,  1 9 4 9 ;  W ie l - M a l h e r b e  a n d  B o n e ,  1 9 5 1 ;
S l e i n  ^  1 9 5 0 )  h a v e  b e e n  c a l c u l a t e d  from, e x p e r i m e n t s  u s i n g
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p h o s p h o k i n a s e s  so  t h a t  t h e  d a t a  may. h a v e  
v e r y  l i t t l e  s i g n i f i c a n c e .  T he - r e l a t i v e  r a t e s  o f  p h o s p h o r y l a ­
t i o n  o f  d i f f e r e n t  s u g a r s  i n  v a r i o u s  t i s s u e s  h a v e  b e e n  q u o te d  
b y  some w o r k e r s  (M e y e rh o f  a n d  W i l s o n ,  1 9 4 8 ;  S l e i n  ^  a i ,  1 9 5 0 ;  
C o lo w ic k ,  1 9 5 1 b ;  S o l s  a n d  C r a n e ,  1953) b u t  t h e i r  f i g u r e s  a r e  
d i f f i c u l t  t o  a c c e p t  o n  a c c o u n t  o f  t h e  s e v e r a l  h e x o k i n a s e s  
k n o w n / to  e x i s t  i n  t h e  t i s s u e s .
I t  i s  a p p a r e n t ,  h o w e v e r ,  t h a t  g l u c o s e  h a s  a  much 
h i g h e r  a f f i n i t y  t h a n  f r u c t o s e  f o r  b r a i n  h e x o k i n a s e ,  a t  
lo w  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  (M e y e rh o f  an d  W i l s o n ,  1 9 4 8 ;  W e ib e lh a u s  
a n d  L a r d y ,  1 9 4 9 ;  S o l s  a n d  C r a n e ,  1953) b u t  a t  h i g h e r  s u g a r  
c o n c e n t r a t i o n s  t î i e  r a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  f r u c t o s e  i s  
h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  g l u c o s e  ( H a r p u r  an d  Q u a s t e l ,  1 9 4 9 ;
C r a n e  an d  S o l s ,  1 9 5 3 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  c o u l d  i n d i c a t e  t h e  
p r e s e n c e  o f  e i t h e r  a  s i n g l e  enzym e w h ic h  a c t i v a t e s  b o t h
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g l u c o s e  a n d  f r u c t o s e  o r  o f  s e p a r a t e  s p e c i f i c  p h o s p b o k i n a s e s .
1 . 2 . 6 .  A c t i v a t i o n .
Mg'**'  ^ i o n s  h a v e  b e e n  shown t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  c o m p le t e  
a c t i v a t i o n  o f  m u s c l e  g l u o o k i n a s e  a n d  f r u c t o k i n a s e  b y  S l e i n  
e t  a l  ( 1 9 5 0 ) .  M a x im a l  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  v a r i o u s  r a t  
t i s s u e s ,  w as o b t a i n e d  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0.G05M MgClg 
a c c o r d i n g  t o  L ong  ( 1 9 5 2 ) .  M an g an o u s  i o n s ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
p h o s p h a t e ,  w i l l  s u b s t i t u t e  f o r  m a g n e s iu m  i o n s  w i t h  b r a i n  
h e x o k i n a s e ,  a c c o r d i n g  t o  C r a n e  a n d  S o l s  ( 1 9 5 3 ) ,  b u t  c o b a l t o u s  
i o n s  a p p e a r  t o  b e  i n e f f e c t i v e .  A l i v e r  h o m o g e n a te  w h ic h  
h a d  i t s e l f  h o  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  b u t  w h ic h  i n c r e a s e d  t h e  
a c t i v i t y  o f  b r a i n  h e x o k i n a s e  w as d e s c r i b e d  b y  V e s t l i n g  ^  a±
( 1 9 5 0 ) .  W e i l - M a l h e r b e  a n d  B one (1 9 5 1 )  o b t a i n e d  a c t i v a t o r s  
o f  r a t  b r a i n  h e x o k i n a s e  a n d  m u s c l e  h e x o k i n a s e  f ro m  e r y t h r o ­
c y t e s ,  a n d  m u s c l e  e x t r a c t s .
T h ey  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  e x h i b i t e d  by  t h e  
m u s c l e  an d  e r y t h r o c y t e  f a c t o r  may b e  c a u s e d  by  t h e  c a t a l y s i s  
o f  t h e  . c o n v e r s i o n  h e x o p y r a n o s e r : :^  h e x o f u r a n o s e ,  o r  b y  d i r e c t  
a c t i v a t i o n  o f  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e .
1 . 2 . 7 .  I n a c t i v a t i o n .
1 . 2 . 7 . 1 .  C h e m ic a l .
T he r a p i d  d i s a p p e a r a n c e  o f  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  f ro m
a q u e o u s  e x t r a c t s  o f  m u s c l e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  m any . 
i n v e s t i g a t o r s .  T h i s  l o s s  o c c u r r e d  r a p i d l y  a t  pH 6 , b u t
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n o t  a t  a l l  a t  pH 7 ,  a c c o r d i n g  t o  C o lo w ic k  a n d  P r i c e  ( 1 9 4 5 ) .  
L a t e r  C o lo w ic k  (1 9 4 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  d i a l y s a h l e  f a c t o r  
p r e s e n t  i n  b o i l e d  m u s c l e  j u i c e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
s t a b i l i t y  o f  t h e  enzym e i n  a l k a l i n e  m e d i a ;  O choa (1 9 4 1 )  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  KB* h a s  a  s t a b i l i s i n g  a c t i o n  o n  m am m alian  
h e x o k i n a s e s ;  a l t h o u g h  t h i s  f a c t  h a s  b e e n  a c c e p t e d  b y  m o s t  
i n v e s t i g a t o r s  a n d  u s e d  i n  t h e  i s o l a t i o n  o f  a c t i v e  h e x o k i n a s e  
e x t r a c t s  i t  w as  d e f i n i t e l y  c o n f i r m e d  b y  Long (1 9 5 2 )  u s i n g  
v a r i o u s  r a t  t i s s u e s .  W ag n er  a n d  Y o u rk e  (1 9 5 3 )  s t a t e ,  
h o w e v e r ,  t h a t  NaF a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 1 5 - 0 . 20M i n h i b i t s  
t h e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  l e u c o c y t e s  c o m p l e t e l y . . The 
s t a b i l i s i n g  a c t i o n  o f  V e r s e n e , c y s t e i n e  a n d  c y a n i d e  on  
p u r i f i e d  b r a i n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  w as d e m o n s t r a t e d  b y  C r a n e  
a n d  S o l s  (1 9 5 3 )  who a l s o '  r e p o r t e d  t h a t  a m o rp h o u s  (Zn-B’r e e )  
i n s u l i n  an d  c r y s t a l l i n e  s e ru m  a lb u m in  p r o v i d e d  p a r t i a l  
p r o t e c t i o n  o f  t h e - d i l u t e d  en zy m e .
G r i f f i t h s  (1 9 4 9 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  m u s c l e  h e x o ­
k i n a s e  h a s  e s s e n t i a l  -SH g r o u p s ,  a s  h e  o b t a i n e d  a  c o m p le t e  
i n a c t i v a t i o n  o f , m u s c l e  h e x o k i n a s e  by  5 .0  x  1 0 “ %  a l l o x a n ,  
w h ic h  w as r e v e r s e d  b y  c y s t e i n e .  T he i n h i b i t i o n  o f  r a t  m u s c l e  
h e x o k i n a s e  b y  i o d o a c e t a t e  r e p o r t e d  b y  C o lo w ic k  (1 9 5 1 a )  w o u ld  
s u p p o r t  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  -S E  g r o u p s  a r e  e s s e n t i a l .  
W e ib e lh a u s  a n d  L a r d y  ( 1 9 4 9 ) ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a d d e d  i o d o ­
a c e t a t e  t o  c h e c k  f u r t h e r  g l y c o l y s i s  i n  t h e  b r a i n  e x t r a c t s  
u s e d - a s  a. s o u r c e  o f  h e x o k i n a s e .  : B r a i n  h e x o k i n a s e  was
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i n h i b i t e d  b y  p T c h l o r ô m e r c u r i b e n z o a t e  a n d  o ~ i o d o s o b e n z o a t e  
a c c o r d i n g  t o  C r a n e  a n d  S o l s  (1 9 5 3 )  w h ic h  d e m o n s t r a t e s  t h e  
p r e s e n c e  o f  e s s e n t i a l  s u l p h y d r y l  g r o u p s .  Kun (1 9 5 2 )  h a s  
a l s o  shown t h a t  g l y p x a l ,  a  s t r o n g  i n h i b i t o r  o f  -SH e n z y m e s ,  
i n a c t i v a t e d  r a t  b r a i n  a n d  m u s c l e  p h o s p h o k i n a s e s .
V a r i o u s  o t h e r  i n h i b i t o r s  o f  h e x o k i n a s e s  h a v e  a l s o  
b e e n  d e s c r i b e d .  G r e i g  (1 9 4 8 )  d e s c r i b e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  
b r a i n  g l y c o l y s i s  b y  6 - d i m e t h y l - a m i n o - ^ 4 : 4 - d i p h e n y l h e p t a n - 3 - o n e  
h y d r o c h l o r i d e  ( a m i d o n e ) . H e x o k in a s e  w as c o n s i d e r e d  t o  b e  
t h e  s i t e  o f  t h i s  i n h i b i t i o n ^  a s  t h e  f u r t h e r  b r e a k d o w n  o f  g l y c o g e n ÿ  
f r u o t o s e - 6- p h o s p h a t e  a n d  h e x d s e d i p h o s p h a t e  w e r e  u n a f f e c t e d .
The h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  r a t  tu m o u r  t i s s u e  i s  u n a f f e c t e d  
b y  a m i d o n e , a c c o r d i n g  t o  B o y l a n d ,  G o ss  an d  W il l ia m s -A s h m a n
( 1 9 5 1 ) ^ a n d  t h i s  f i n d i n g  i s  p r o b a b l y  m o re  a c c e p t a b l e  t h a n  t h a t  
o f  G r e i g  u s i n g  i n d i r e c t  m e t h o d s .
M e y e rh o f  a n d  W i l s o n  (1 9 4 8 )  o b t a i n e d  a n  i n h i b i t i o n  
o f  b r a i n  e x t r a c t  h e x o k i n a s e  w i t h  s a t u r a t e d  o c t y l  a l c o h o l  
a n d  s a t u r a t e d  p h e n y l u r e t h a n e ,  a l t h o u g h  n o r m a l l y  t h e s e  s u b ­
s t a n c e s  i n h i b i t  b y  a b s o r p t i o n  o n t o  c e l l  s u r f a c e s .  I n  a  
l a t e r  p a p e r  M e y e r h o f  an d  R a n d a l l  (1 9 4 8 )  d e s c r i b e d  a n  i n h i b i t i o n  1
o f  b r a i n  h e x o k i n a s e  b y  a d r e n o c h r o m e ,  an d  b y  o - n a p h t h o q u i n o n e .  /
The i n h i b i t i o n s  w e r e  n o t  d u e  t o  a n y  l i m i t a t i o n s  o f  ATP, a s  1
e x c e s s  ATP w as m e a s u r e d  a t  t h e  en d  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  “5
o u t .  The i n h i b i t i o n  o f  b r a i n  h e x o k i n a s e  by t h e s e  v a r i o u s  '
n a r c o t i c  s u b s t a n c e s ,  i f  f o u n d  t o  b e  s p e c i f i c ,  w i l l  a c c o u n t
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f o r  some o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  g r o u p  o f  s u b s t a n c e s .
B o y la n d  ( 1 9 5 1 )  t e s t e d  t h e  e f f e c t  o f - a  n u m b e r
o f  m i t o t i c  p o i s o n s  o n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  a n d  fo u n d  t h a t  
o n l y  m e t h y l  b i s { 8- o h l o r o e t h y l ) - a m i n e  h a d  a n y  s i g n i f i c a n t  
e f f e c t .  T hey  c o n c l u d e  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  h e x o k i n a s e  
i s  n o t  a n  e s s e n t i a l  c h a r a c t e r i s t i c  o f  m i t o t i c  p o i s o n s .
T h ey  a l s o  f o u n d  t h a t  0 .009M  p h l o r i d z i n  h a d  no 
i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  tu m o u r  h e x o k i n a s e  w i t h  g l u c o s e  a s  s u b ­
s t r a t e ,  a l t h o u g h  L u n d s g a a r d  (1 9 3 3 )  show ed  t h a t  p h l o r i d z i n  w as ■ 
a  s p e c i f i c  i n h i b i t o r  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  b y  i n t e s t i n a l  m u c o s a .
R a c k e r  a n d  K r im s k y  (1 9 4 6 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  g l y c o l y s i s  
o f  g l u c o s e  b y  m ouse  b r a i n  e x t r a c t s  w as s t r o n g l y  i n h i b i t e d  
b y  Ea*^ i o n s .  S i n c e  so d iu m  i o n s  d i d  n o t  i n h i b i t  l a c t a t e  
f o r m a t i o n  f ro m  e i t h e r  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  o r  f r u c t o s e - 6-  
p h o s p h a t e  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  w as e x e r t e d  
a t  t h e  p r i m a r y  s t a g e  o f  h e x o s e  p h o s p h o r y l a t i o n .  S od ium  
i o n s  i n h i b i t  t h e  g l u o o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  d i a l y s e d  b e e f  b r a i n  
a c c o r d i n g  t o  W e ib e l h a u s  a n d  L a r d y  ( 1 9 4 9 ) ,  b u t  f r u c t o s e  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  i s  u n a f f e c t e d *  L ong  (1 9 5 2 )  c o n f i r m e d  t h a t  Ea"^ 
i o n s  p r o d u c e  a n  i n h i b i t i o n  p f  t h e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  
r a t  i n t e s t i n a l  m u c o sa  b u t  t h e  i n h i b i t i o n  f o u n d  w as much l e s s  
t h a n  t h a t  d e s c r i b e d  by  W e ib e l h a u s  an d  L a r d y  ( 1 9 4 9 ) .
H o w e v e r ,  U t t e r  (1 9 5 0 )  w as u n a b l e  t o  p r o d u c e  an y
i n h i b i t o r y  e f f e c t  W ith  so d iu m  i o n s  up t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
0 .1 4 M . 8od iu ] it  i o n s  d i d  s t i m u l a t e  A T P a se , h o w e v e r ,  w h ic h
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w o u ld  g i v e  r i s e  t o  a  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  a d e n y l i c  a c i d .  
T h i s  f i n d i n g  c o u l d  p o s s i b l y  e x p l a i n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  by  
R a c k e r  a n d  K r im s k y  ( 1 9 4 6 ) ,  f o r  G r e e n b e r g  (1 9 4 9 )  h a s  show n t h a t  
a d e n y l i c  a c i d  i s  i n h i b i t o r y  t o w a r d s  g l y c o l y s i s .  W e i l - M a l h e r b e  
an d  Bone (1 9 5 1 )  w e r e  u n a b l e  t o  p r o d u c e  a n y  i n h i b i t i o n  o f  r a t  
b r a i n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  w i t h  0.015EM  so d iu m  i o n s ,  c o n f i r m i n g  
t h e  f i n d i n g s  o f  U t t e r  ( 1 9 5 0 ) .
The s t u d i e s  o n  t h e  m u t u a l  c o m p e t i t i o n  b e t w e e n ,  a n d  
i n h i b i t i o n  b y  s u b s t r a t e s  u t i l i s e d  by t h e s e  enzym es h a v e  b e e n  
d i s c u s s e d .  The i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  o t h e r  s u b s t a n c e s  w a l l  
b e  c o n s i d e r e d  h e r e .
W e i l - M a l h e r b e  a n d .B o n e  ( l 9 5 1 )  f o u n d  t h a t  D- g l u c o s e  
p h o s p h o r y l a t i o n  b y  b r a i n  h e x o k i n a s e  w as s t r o n g l y  i n h i b i t e d  
by  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s .  I n  t h e  
p r e s e n c e  o f  i s o m e r a s e ,  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  w as f o u n d  t o  b e  
m o re  i n h i b i t o r y  t h a n  f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e ,  a n d  t h e  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o f  Embden* s  e s t e r  w as m idw ay b e tw e e n  t h e s e  two p u r e  
c o m p o n e n ts .  I t  w as c o n s i d e r e d  t h a t  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  d i s ­
p l a y e d  a  n o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  w i t h  r e s p e c t  t o  
g l u c o s e  a n d  ATP. I n  a  r e c e n t  c o m m u n ic a t io n ,  S o l s  an d  C r a n e  
(1 9 5 5 )  c o n f i r m e d  t h i s  n o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f
g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  i n  a  p u r i f i e d  b r a i n  h e x o k i n a s e  p r e p a r a t i o n ,
(
a n d  e x t e n d e d  i t  t o  i n c l u d e  f r u c t o s e ,  S - d e o x y - g l u o o s e ,  m a n n o se  
an d  g l u c o s a m i n e  a s  s u b s t r a t e s .  S i m i l a r  i n h i b i t b r y  e f f e c t s  
w e re  d e s c r i b e d  l a t e r  b y  C r a n e  an d  S o l s  (1 9 5 5 )  u s i n g  h e a r t ,  
k i d h e y , i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  s to m a c h  an d  l i v e r  h o n b g b n a te s  an d
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r e d  c e l l  l y s a t e s .  I t  w as s u g g e s t e d ,  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  
f i n d i n g s ,  t h a t  t h e  r a t e  o f  g l u c o s e  u t i l i s a t i o n  b y  t i s s u e s  
i s  i n  p a r t  c o n t r o l l e d  by  t h e  h e x o k i n a s e - p h o s p h o f r u c t o k i n a s eI
s y s t e m .  B 'a s t e r  u t i l i s a t i o n  o f  g l u o o s  e - 6- p h o s p h a t e  c a n  r e s u l t  
i n  a n  i n c r e a s e  o f  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  f o r  i t  i s  c o n s i d e r e d  
t h a t  t h i s  a c t i v i t y  i s  n o r m a l l y  i n h i b i t e d  s l i g h t l y  b y  g l u c o s e -  
6- p h o s p h a t e  p r e s e n t ,  so  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  e s t e r  f ro m  
o t h e r  s o u r c e s  r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e d  g l u c o s e  u t i l i s a t i o n .
I f  t h i s  t h e o r y  i s  c o r r e c t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  d e p r e s s a n t  
a c t i o n  o f  a d r e n a l i n e  o n  p e r i p h e r a l  g l u c o s e  u t i l i s a t i o n  i n  
a n i m a l s  (S o m o g y i ,  1 9 5 0 )  i s  a  r e s u l t  o f  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  
a c c u m u l a t i o n ,  f o r  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  a d r e n a l i n e  i n j e c t i o n s  
c a u s e  a n  i n c r e a s e  o f  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  
m u s c le  ( C o r i  a n d  G o r i ,  1 9 3 1 ,  1 9 3 2 ) .
V /e i l - M a lh e r b e  a n d  B one  (1 9 5 1 )  f o u n d  no  i n h i b i t i o n  
o f  b r a i n  h e x o k i n a s e  by  h e x o s e  d i p h o s p h a t e  ( p r e s u m a b l y  
f r u o t o s e - 1 : 6- d i p h o s p h a t e )  b u t  S o l s  a n d  C r a n e  (1 9 5 3 )  s t a t e :  
t h a t  g l u c o s e - 1 : 6- d i p h o s p h a t e  i s  i n h i b i t o r y ,  t o w a r d s  p u r i f i e d  
b r a i n  h e x o k i n a s e .  R a t  b r a i n  an d  h e a r t  t i s s u e s  w e re  f o u n d ,  
by  P a l a d i n i  ( 1 9 5 1 ) ,  t o  c o n t a i n  much h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
g l u c o s e - 1 : 6 - d i p h o s p h a t e  t h a n  l i v e r ,  k i d n e y ,  i n t e s t i n e ,  m u s c l e  
o r  b l o o d .  As i t  w as a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  m u s c l e  w as d o u b le d  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  
g l u c o s e ,  a d r e n a l i n e  o r  i n s u l i n ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  g l u c o s e  
d i p h o s p h a t e ,  a c t i n g  a s  a  c o -e n z y m e  i n  t h e  r e a c t i o n
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g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  ( L e l o i r ,  T r u o c o ,
C a r d i n i ,  P a l a d i n i ,  a n d  C a p u t t o , 1 9 4 8 ) ,  c a n  a l s o  h a v e  some 
c o n t r o l  o v e r  t h e  r a t e  o f  h e x o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  by  t i s s u e  
k i n a s e s .
G lu c o s a m in e  p r o d u c e d  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  f r u c t o s e
p h o s p h o r y l a t i o n  b u t  n o t  o n  g l u c o s e : p h o s p h o r y l a t i o n ^ i n  a c e t o n e -
d r i e d  p r e p a r a t i o n s ,  a c c o r d i n g  t o  H a r p u r  an d  Q u a s t e l  ( 1 9 4 9 ) .
I t  w as a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  E - a c e t y l  g l u c o s a m i n e  i n h i b i t e d
t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e ,  f r u c t o s e  a n d  g l u c o s a m i n e  b y
t h i s  p r e p a r a t i o n ,  b u t  t h e  s t a t e d  c o m p e t i t i v e  n a t u r e  o f  t h i s
i n h i b i t i o n  i s  n o t  a p p a r e n t  f r o m  r e p o r t e d  r e s u l t s .
I t  w as s t a t e d  b y  R e i c h s t e i n , ^ .  a l  (1 9 5 0 )  t h a t  
—4-4 . 1  X 10~  M L - g l y c e r a l d e h y d e  p r o d u c e d  a l m o s t  c o m p le t e  i n h i b i ­
t i o n  o f  a  b e e f  b r a i n  h e x o k i n a s e  p r e p a r a t i o n .  T h e  p r e p a r a t i o n  
u s e d  m u s t  h a v e  b e e n  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i s i n g  L - s o f b o s e - l -  
p h o s p h a t e  i n  v i e w  o f  t h e  known m e c h a n ism  o f  t h i s  i n h i b i t o r y  
e f f e c t ,  f o r  t h e r e  i s  n o  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  h e x o k i n a s e  
i n l i b i t i o n  b y  L - g l y c e r a l d e h y d e .  S o l s  an d  C r a n e  (1 9 5 3 )  r e ­
p o r t e d  t h a t  L - s o r b o s e - l - p h o s p h a t e  i n h i b i t s  r a t  b r a i n  h e x o ­
k i n a s e ,  i n  c o n f i r m â t i o n  o f  t h e  e a r l i e r  f i n d i n g s  o f  L a r d y ,  
W i e b e l h a u s  a n d 'M a n n  (1 9 5 0 )  w d th  b e e f  b r a i n  h e x o k i n a s e .
1 . 2 . 7 . S . H o r m o n a l .
The, i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  C o r i  g r o u p  ( P r i c e ,  C o r i ,  
an d  C o lo w ic k ,  1 9 4 5 ;  P r i c e y  S l e i n ,  C o r i ,  an d  C o lo w ic k ,  1 9 4 6 ;  
C o lo w ic k ,  O O ri ,  a n d  S l e i n ,  1 9 4 7 ; )  o n  t h e  e f f e c t s  o f  c e r t a i n
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h o m p n e s  o n  m u s c le  h e x o k i n a s e  s t i m u l a t e d  a  g r e a t  d e a l  o f  
r e s e a r c h  i n  t h i s  f i e l d  a s  t h e i r  r e s u l t s  o f f e r e d  a n  e x p l a n a ­
t i o n  o f  t h e  m e c h a n is m  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n  o f  
c a r h o h y d r a t e  m e t a b o l i s m .  Many w o r k e r s  ( S t a d i e  a n d  Z a p p ,
1 9 4 7 ;  R e i d ,  S m i t h ,  a n d  Y oung , 1 9 4 8 ;  S t a d i e  a n d  H a u g a a r d ,
1 9 4 9 ;  S t a d i e ,  H a u g a a r d ,  a n d  H i l l s ,  195 0 )  h a v e  b e e n  u n a b l e  
t o  c o n f i r m  t h e i r  f i n d i n g s ,  h o w e v e r ,  a l t h o u g h  s e v e r a l  i n v e s t i ­
g a t o r s  ( C h r i s t e n s e n ,  P l i m p t o n ,  a n d  B a l l ,  1 9 4 9 ;  W e i l - M a l h e r b e ,  
1 9 5 0 ;  W e i l - M a l h e r b e  a n d  B o n e ,  1951 ) h a v e  o b t a i n e d  p r o t e i n  
f r a c t i o n s  f ro m  a n i m a l  a n d  hum an b l o o d  w h ic h  do n o t  a f f e c t  
h e x o k i n a s e  a c t i v i t y .
T h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  w i l l  n o t  b e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  
f o r  a l t h o u g h  t h e  n o n - s p e c i f i c  s t a b i l i s a t i o n  o f  y e a s t  h e x o k i n a s e  
b y  c e r t a i n  p r o t e i n s ^ ( 1 . 1 . 5 . )  h a s  b e e n  r e p o r t e d ,  t h e  e f f e c t s  
p ro d u c e d ;  o n  m u s c l e  h e x o k i n a s e  b y  h o rm o n e s  an d  c e r t a i n  p r o t e i n  
f r a c t i o n s  a p p e a r  t o  h a v e  no  p a r a l l e l  w i t h  t h e  y e a s t  enzym e.
1 . 2 . 8 . C o n c l u s i o n s .
M o st s t u d i e s  on  m am m alian  k i n a s e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  
o u t  u s i n g  c r u d e  t i s s u e  e x t r a c t s  o r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e n z y m e s ,  
a n d  a s  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  v a r i e s  i n  d e t a i l ,  
i t  i s  e v i d e n t  t h a t  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  m u s t  a p p e a r .  Much 
i n f o r m a t i o n  h a s  b e e n  o b t a i n e d ,  h o v /e v e r ,  w h ic h  a l l o w s  a  g r e a t e r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  some o f  t h e  r e g u l a t o r y  m e c h a n is m s  o f  t i s s u e  
g l y c o l y s i s .
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A l th o u g h  no d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  m ade r e g a r d ­
i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  v a r i o u s  t i s s u e  k i n a s e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  
t o  s u g g e s t  t h a t  t i s s u e s  c o n t a i n  a  p r e p o n d e r a n c e  o f  t h e  k i n a s e  
m o s t  s u i t e d  t o  t h e  m e t a b o l i c  r e q u i r e m e n t s  o f  t h a t  t i s s u e ,  i n  
a d d i t i o n  t o  o t h e r  k i n a s e s  w h ic h  i n i t i a t e  t h e  m e t a b o l i s m  o f  
o t h e r  l e s s  s p e c i f i c  s u b s t r a t e s .
B r a i n  t i s s u e ,  f o r  e x a m p le ,  a c c o r d i n g  t o  Long (195,0) 
h a s  a  h i g h  g l u o o k i n a s e - a c t i v i t y , w h ic h  f o l l o w s  t h e  r e c o g n i s e d  
d e p e n d e n c e  o f  t h i s  t i s s u e  o n  t h e  l e v e l  o f  b l o o d  g l u c o s e .  T he 
i n h i b i t i o n  o f  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  b r a i n  t i s s u e  by  g lu c o s e -  
6- p h o s p h a t e  a n d  p r o t e i n  f r a c t i o n s ,  an d  i t s  a c t i v a t i o n  b y  
v a r i o u s  p r o t e i n a o e o u s  e x t r a c t s  c a n  a l s o  b e  c o r r e l a t e d ,  t o  some 
e x t e n t ,  w i t h  knoTO j n  v i v o  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s .  T h e s e  
f i n d i n g s  c a n  b e  c o n s i d e r e d  o n l y  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  p o s s i b l e  
i n  v i v o  m e c h a n is m s  u n t i l  m o re  d e t a i l e d  k n o w le d g e  i s  o b t a i n e d .
L i v e r  t i s s u e  i s  show n t o  h a v e  g r e a t e r  f r u c t o k i n a s e  
t h a n  g l u o o k i n a s e  a c t i v i t y ,  a n d  t h e  i s o l a t i o n  o f  f r u c t o k i n a s e  
f ro m  t h i s  t i s s u e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  many t i m e s .  T he lo w  g l u o o ­
k i n a s e  a c t i v i t y  i s  e x p e c t e d ,  f o r  g l y o o g e n o l y s i s  t h r o u g h  g l u c o s e -  
1- p h o s p h a t e  p r o b a b l y  p r o v i d e s  m uch o f  t h e  n e c e s s a r y  m e t a b o l i c  
s u b s t r a t e .  The m e t a b o l i s m  o f  f r u c t o s e ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  
w i l l  r e q u i r e  a  k i n a s e  f o r  i t s  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i o n .  L ong  
( 195p) h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f o im ia t io n  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  
l i v e r  i s  t h r o u g h  Og f r a g m e n t s  p r o d u c e d  f ro m  g l u c o s e  i n  t h e  
p e r i p h e r a l  t i s s u e s ,  a  m e c h a n is m  w h ic h  w o u ld  n o t  r e q u i r e  a  l i v e r  
g l u o o k i n a s e .
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T he  p r e s e n c e  o f  f r u c t o k i n a s e  i n  m u s c l e  t i s s u e  h a s  
n o t  y e t  b e e n  e x p l a i n e d  by  a n y  o b v io u s  p h y s i o l o g i c a l  r e q u i r e -  
m e n t s  f o r  t h i s  enzyme* I t  h a s  b e e n  show n ( S l e i n ,  19 5 1 )  V
t h a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  h a v e  a  g r e a t e r  f r u c t o k i n a s e  a c t i v i t y  
a e r o b i c a l l y  t h a n  a n a e r o b i c a l l y ,  a n d  t h a t  t h e  u t i l i s a t i o n  o f  
g l u c o s e  b y  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  i s  t h e  sam e u n d e r  a e r o b i c  
a n d  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  S h o u ld  t h e s e  f i n d i n g s  a p p l y  t o  v
m u s c le  t i s s u e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  f r u c t o k i n a s e  e x e r t s  a  .
g l u c o s e - s p a r i n g  a c t i o n  d u r i n g  m u s c u l a r  a c t i v i t y ,  o r  p r o v i d e s  
e x t r a  p h o s p h o r y l a t e d  h e x o s e  f r o m  w h ic h  h i g h  e n e r g y  p h o s p h a t e  
i s  e v e n t u a l l y  p r o d u c e d .
T he  i n t e r - r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  v a r i o u s  p h o s p h o r y l a t e d  
s u g a r s  a r e  show n i n  d i a g r a m  I .  a n d  t h e  k e y  p o s i t i o n  o f  
g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  i n  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m  i s  e v i d e n t .
N o rm al g l y c o l y s i s  w h ic h  p r o m o t e s  s y n t h e s i s  o f  f r u c t o s e - d i p h o s p h a t p  
d i v e r t s  g l u o o s 0- 6- p h o s p h a t e  aw ay f ro m  c a r b o h y d r a t e  s y n t h e s i s ,  
b u t  t h e  u t i l i s a t i o n  o f  a v a i l a b l e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  may t"
c a u s e  d e p o s i t i o n , o f  g l y c o g e n ,  a l s o  a t  t h e  e x p e n s e  o f  g l u o o s e -
6- p h o s p h a t e .  When P r i c e ,  C o r i ,  a n d  C o lo w ic k  (1 9 4 5 )  dem on­
s t r a t e d  t h a t  a e r o b i c  p h o s p h o r y l a t i o n  w as n e c e s s a r y  f o r  p h o s -  
p h o k i n a s e  s y n t h e s i s  o f  g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e ,  a n d  i t s  c o n v e r s i o n  
t o  g l y c o g e n  v i a  g l u o o s  e - l - p h o s p h a t e ,  t h e  l i n k  b e tw e e n  
r e s p i r a t i o n  a n d  r e s y n t h e s i s  w as  d e f i n i t e l y  e s t a b l i s h e d .
T he r a t e  o f  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  i s  know n t o  d e p e n d  d i r e c t l y  
o n  b l o o d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s , h o w e v e r ,  f o r  O s t e r n ,  H e r b e r t ^
f/;
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a n d  Holmes. (1 9 3 9 )  h a v e  show n t h a t  t h e  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
g l ù o o s e - 6- p h o s p h a t e  i s  I n h i b i t e d  a t  f a i r l y  h i g h  g l u c o s e  
c o n c e n t r a t i o n s .
A l th o u g h  t h e  f o r m a t i o n  o f  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  f ro m  
f r u c t o s e - l - p h o s p h a t e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  G o r i ,  ^  ^
(1 9 5 1 )  i t  h a s  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d  w h e t h e r  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  
o r  f r u o t o s e - 6- p h o s p h a t e  i s  t h e  p r i m a r y  p r o d u c t  i n  t h i s  c o n ­
v e r s i o n  ( d i a g r a m  I . ,  r e a c t i o n s  1 4 ,  1 7 ) .  S l e i n  e t  a l  (1 9 5 0 )  
h a v e  shown t h a t  f r u c t o s e - l - p h o s p h a t e  i s  f u r t h e r  p h o s p h o r y l a t e d  
by  a n  enzym e i n  m u s c l e  e x t r a c t s ,  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  
f r u c t o s e - d i p h o s p h a t e  ( r e a c t i o n  i o ) .
T h e r e  i s  a s  y e t  no  d e f i n i t e  e v i d e n c e  t o  show  how 
m a n n o se  e n t e r s  t h e  g l y c o l y t i c  c y c l e .  L e l o i r  (1 9 5 1 )  h a s  
d e s c r i b e d  a  p h o s p h o g l i i o o k u t a s e  i s o l a t e d  f ro m  m u s c l e  t i s s u e ,  
w h ic h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a t a l y t i c  a m o u n ts  o f  g l u o o s e - l : 6-  
d i p h o s p h a t e  t r a n s f o r m s  m a n n o s e - l - p h o s p h a t e  i n t o  g l u o o s e - 6-  
p h o s p h a t e .  As S l e i h  ( l9 5 0 à )  haïs s t a t e d  t h a t  m a n n o s e -6- p h o s ­
p h a t e  i s  r e a d i l y  c o n v e r t e d  t o  f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e  o r  
g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  b y  a  p h o sp iio m an n o se  i s o m e r a s e ,  p r e s e n t  i n  
r a b b i t  m u s c le  e x t r a c t s ,  m a n n o se  may e n t e r  t h e  g l y c o l y t i c  
c y c l e  e i t h e r  t h r o u g h  t h e  1 -  o r  6-  p h o s p h a t e  ( R e a c t i o n s ,  5 ,
6 , 7 ,  8 ) .
T he  c o -en z y m e  f o r  t h e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  r e a c t i o n  
{r e a c t i o n  15) w as i d e n t i f i e d  a s  g lu c o s e ^ - 1 :6- d i p h o s p h a t e  b y  
L e l o i r  e t  a l  ( 1 9 4 8 ) ,  a n d  l a t e r  t h i s  sam e enzyme w as shovm
-4.
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t o  c a t a l y s e  t h e  c h a n g e  g a l a o t o s e - l - p h o s p i i a t e ' ; ? = 2i g l u o o s e - 1-
p h o s p h a t e  w hen u r i d i n e  d i p h o s p h a t e  g l u c o s e  w as p r e s e n t  a s  a  
c o -e n z y m e .  ( C a r d i n i ,  P a l a d i n i C a p u t t o , a n d  L e l o i r ,  1 9 5 0 ) .  
T h i s  f i n d i n g  f i n a l l y  e s t a b l i s h e d  t h e  m e th o d  b y  w h ic h  g a l a c t o s e  
i s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  g l y c o l y t i c  s y s t e m .
T h i s  b r i e f  o u t l i n e  o f  t h e  r o u t e s  b y  w h ic h  t h e  
h e x o s e s  an d  p h o s p h a t e s  a r e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  g l y c o l y t i c  
c y c l e  d e m o n s t r a t e s  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  s y s t e m  w h ic h  e x i s t s  
i n  v i v o . I t  i s  a g a i n s t  t h i s  b a c k g r o u n d  t h a t  t h e  d e m o n s t r a b l e ,
i n  v i t r o  i n h i b i t i o n  o f  p h o s p h o k i n a s e s  b y  v a r i o u s  s u b s t a n c e s ,  
c o n s i d e r e d  t o  h a v e  i n  v i v o  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  m u s t  
b e  v ie w e d .
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1 . 3 .  B a o t e r i à l ,  F u n g a l  a n d  P l a n t  H e x o k i n a s e s .  ^
1 . 3 . 1 .  I n t r o d u c t i o n .
L i t t l e  e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  r e g a r d i n g  t h e  
h e x o k i n a s e s  c o n t a i n e d  i n  b a c t e r i a ,  y e a s t s  o t h e r  t h a n  S .  
c e r e v i s c i a e ,  a n d  h i g h e r  p l a n t s .  I t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d ,  
h o w e v e r ,  t h a t  t h e  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  h e x o s e s  o c c u r s ,  
i n  s e v e r a l  i n s t a n c e s ,  b y  t h e  c a t a l y t i c  a c t i o n  o f  v a r i o u s  
h e x o k i n a s e s .
1 . 3 . 2 .  B a c t e r i a l  H e x o k i n a s e s .
K l e i n  a n d  D o u d o r o f f  (1 9 5 0 )  i s o l a t e d  a  m u t a n t  o f  
P se u d o m o n a s  p u t r e f a o i e n s  w h ic h  o x i d i s e d  g l u c o s e  r a p i d l y ,  
w h e rea s-  t h e  p a r e n t  s t r a i n  w as u n a b l e  t o  o x i d i s e  t h e  s u g a r .  
T h e y  show ed t h a t  t h i s  p h e n o t y p i c  d i f f e r e n c e  w as d u e  t o  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a  g l u o o k i n a s é  i n  t h e  m u t a n t .  T h e i r  a t t e m p t s  
t o  o b t a i n  a  f r u c t o s e  m u t a n t  w e re  n o t  s u c c e s s f u l .
A g l u c o n a t e - a d a p t e d  s t r a i n  o f  B s o h e r i o h i a  c o l i  
w as i s o l a t e d  b y  C ohen  (1 9 5 0 )  who r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  
a  g l u e J k i n a s e  i n  e x t r a c t s  o f  t h i s  o r g a n i s m .  The enzym e , 
w h ic h  w as p a r t i a l l y  p u r i f i e d ,  d i d  n o t  c a t a l y s e  t h e  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  o f  m a n n o n a te ,  2- k e t o g l u t a r a t e ,  g a l a c t o n a t e ,  
i d o n a t e  o r  a l t r o n a t e .  C a r d i n i  (1 9 5 1 )  s e p a r a t e d  a  g l u c o -  
k i n a s e  f ro m  n o n - a d a p t e d  E s o h .  c o l i  w h ic h  c a t a l y s e d  t h e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  m a n n o s e ,  a t  .a much l o w e r  r a t e .
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F r u c t o k i n a s e  an d  g a l a c t o k i n a s e  w e re  a l s o  i d e n t i f i e d  i n  t h e s e  '■
e x t r a c t s ,  C a r d i n i  (1 9 5 1 )  w as a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  o n l y  
g l u o o k i n a s e  a c t i v i t y  i n  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  e x t r a c t s  
a l t h o u g h  t h e  o r g a n i s m  i s  a b l e  t o  m e t a b o l i s e  f r u c t o s e  and  
g l u c o s e  w i t h  e q u a l  f a c i l i t y .  T h i s  a u t h o r  s u g g e s t e d  t h a t  
f r u c t o k i n a s e  a c t i v i t y  w as n o t  m e a s u r a b l e  i n  t h e s e  e x t r a c t s  %
b e c a u s e  o f  t h e  l a b i l i t y  o f  t h e  enzyn ie .
f
1 . 3 . 3 .  F u n g a l  H e x o k in a s e s .
G r a n t  (1 9 3 5 )  f o u n d  t h a t  g a l a c t o s e - a d a p t e d  y e a s t  
c e l l s  y i e l d e d  e x t r a c t s  w h ic h  w e r e  c a p a b l e  o f  f e r m e n t i n g  
g a l a c t o s e ,  b u t  n o t  g a l a c t o s e - 6^ p h o s p h a t e .  I t  w as r e p o r t e d  %
l a t e r  by  K o s t e r l i t z  (1 9 4 3 )  t h a t ,  g a l a o t o s e - l - p h o s p h a t e ,  v
w h ic h  h e  h a d  show n w as fo rm e d  i n  t h e  l i v e r  o f  g a l a c t o s e - f e d  ;i
r a b b i t s ,  w as f e r m e n t e d  b y  g a l a c t o s e - a d a p t e d  y e a s t .  He 
p r o p o s e d  t h a t  t h e  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g a l a c t o s e ,  i n  
y e a s t  a n d  i n  a n i m a l s -  o c c u r r e d  on  C l .  T h i s  p r o p o s a l  w as
v e r i f i e d  b y  T r u c o o ,  C a p u t t o ,  L e l o i r ,  an d  M i t t l e m a n n  (1 9 4 8 )
. . '• - : ' ■ • . -  who d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  g a l a c t o k i n a s e  i n  g a l a c t o s e -
a d a p t e d  b r e w e r s  * y e a s t  a n d  i n  t h e  g a l a c t o s e - f e r m e n t i n g
y e a s t ,  S .  f r a g i l i s .  '
A p a r t i a l l y  p u r i f i e d  g a l a c t o k i n a s e  w as o b t a i n e d  • ■
f ro m  e x t r a c t s  o f  a i r - d r i e d  S ,  f r a g i l i s  c e l l s  w h ic h  w e re
t r e a t e d  w i t h  b e n t o n i t e ,  t o  rem o v e  t h e  b u l k  o f  t h e  h e x o k i n a s e
p r e s e n t ,  a n d  t h e n  f r a c t i o n a t e d  w i t h  ammonium s u l p h a t e .
■ ■ ■ ■  ^ -  1 7 0  '
U s in g  t h i s  p u r i f i e d  enz:yme t h e s e  a u t h o r s  f o u n d  t h a t
1 . 5  X 10"~% g a l a c t o s e  an d  2 . 0  x  1 0 ATP w e r e  r e q u i r e d  f o r
h a l f  s a t u r a t i o n .  o r  Mg’^ '  ^ w e re  r e q u i r e d  f o r  c o m p le t e
»a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e w h ic h  h a d  a  pH o p tim um  o f  6 . 0 .
1 . 3 . 4 .  P l a n t  H e x o k i n a s e s .
Much o f  t h e  e v i d e n c e  w h ic h  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  
d e s c r i b i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e s  i n  p l a n t s  i s  
i n c o n c l u s i v e  ^
G r i f f i t h s  (1 9 4 9 )  r e p o r t e d  t h a t  h e x o k i n a s e  o c c u r r e d  
i n  p o t a t o  t u b e r s  b u t  h e  m e a s u r e d  o n l y  ATP u p t a k e  i n  c r u d e  
p o t a t o  e x t r a c t s ;  t h i s  i s  n o t  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  h e x o k i n a s e  
a c t i v i t y .  He a l s o  r e p o r t e d  t h a t  a l l o x a n  d i d  n o t  i n h i b i t  
ATP u p t a k e  b y  t h e s e  e x t r a c t s ,  a l t h o u g h  i t  d i d  so  i n  c r u d e  
e x t r a c t s  o f  r a t  m u s c l e .  He s u g g e s t e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  
p o t a t o  h e x o k i n a s e  h a d  no f u n c t i o n a l  r e q u i r e m e n t  f o r  -SH 
g r o u p s .
The p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e  i n . p o t a t o  t u b e r s  w as 
l a t e r  r e p o r t e d  b y  K o t e l n i k o o n a  (1 9 5 1 )  who a l s o  m e a s u r e d  t h e  
c h a n g e  i n  7 - m i n u t e - l a b i l e  p h o s p h a t e  i n  c r u d e  e x t r a c t s .  
M e e u se ,  v a n  d e r  E i j k  a n d  L a t u a s a n  (1 9 4 2 )  r e p o r t e d ,  w i t h o u t  
g i v i n g  any : d e t a i l s ,  t h a t - h e x o k i n a s e  w as p r e s e n t ,  i n  p o t a t o  
t u b e r s .
S a l t m a n  (1 9 5 3 )  i n  a  m o re  c o m p le t e  i n v e s t i g a t i o n  o f  
v a r i o u s  p l a n t  t i s s u e s  r e p o r t e d "  t h a t  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y
■ ■ ,
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c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d  I n  w h e a t  g e rm ,  mung b e a n  seed ,-  p o t a t o  
t u b e r s ,  p e a  s e e d ,  A vena  s e e d - a n d  s p i n a c h  l e a v e s .  T he 
a c t i v i t y  w as a s s a y e d  by  m e a s u r i n g  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  
f r e e  h e x o s e  o r  b y  t h e  m a n o m e t r io  m e th o d  o f  O o low i ok a n d  
K a l c k a r  ( 1 9 4 5 ) .  W heat g e rm  w as fo u n d  t o  h a v e  t h e  h i g h e s t  
h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  a l l  t h e  p l a n t  t i s s u e s  t e s t e d ,  an d  t h e  
s o l u b l e  enzym e f ro m  t h i s  s o u r c e  w as p a r t i a l l y  p u r i f i e d ,  by 
a c e t i c  a c i d  p r e c i p i t a t i o n  o f  i n e r t  p r o t e i n  an d  f r a c t i o n a t i o n  
by  ammonium s u l p h a t e .
Mg"^ "^  an d  i o n s  a c t i v a t e d  t h e  enzym e , w h ic h  was
i n h i b i t e d  b y  Gu++, Z n++ , a n d  H g + + io n s .  G l u c o s e ,  f r u c t o s e ,  
m a n n o se  a n d  g lu c o s a m i n e  w e re  p h o s p h o r y l a t e d  a t  r e l a t i v e  
r a t e s  o f  1 . 00 : 0 . 6 2 :  0 . 68 : 0 . 5 2 .  N e i t h e r  g a l a c t o s e ,  r i b o s e ,  
a r a b i n o s e  n o r  r i b u l o s e  w as p h o s p h o r y l a t e d  by  t h i s  p r e p a r a t i o n .  
I t  w as a l s o  r e p o r t e d  t h a t  n e i t h e r  i o d o a c e t i c  a c i d ,  i o d o -  
a o e t a m i d e ,  p - f C h l o r o m e r o u r i b e n z o a t e  n o r  p o t a s s i u m  d ih y d r o g e n  
a r s e n a t e  h a d  a n y  a p p r e c i a b l e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  
o f  t h e  enzym ej w h ic h  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  enzym e w as n o t  
d e p e n d e n t  o n  -SH g r o u p s  f o r  i t s  a c t i v i t y .
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8. Experiments carried; out with Hexokinase Preparations.
8 . 1 .  I n t r o d u o t i o n .
The r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  P a r t  I .  o f  t h i s  i n v e s t i g a ­
t i o n  s u g g e s t e d  t h a t  g l u o o s o n e  e x e r t e d  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  
a t  some e a r l y  s t a g e  i n  y e a s t  f e r m e n t a t i o n .  T h i s  s e c t i o n  
o f  t h e  t h e s i s  i s  a  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  g l u o o s o n e  on  
ATP u t i l i s a t i o n  i n  w h o le  y e a s t  c e l l s ,  a n d  o n * h e x o s e  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  by  ATP, i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e .  A 
l i m i t e d  s t u d y  o f  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  y e a s t  h e x o k i n a s e  w as a l s o  
c a r r i e d  o u t .
T he a c t i v e l y  p h o s p h o r y l a t i n g  p r e p a r a t i o n  o f  y e a s t  
c e l l s ,  u s e d  i n  t h e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  h e r e a f t e r  c a l l e d  
^*dry i c e  y e a s t " , i s  d e s c r i b e d  i n  P a r t  I I I .  3 . 3 .  The i s o l a ­
t i o n  o f  t h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  y e a s t  h e x o k i n a s e  u s e d  i n  t h e  
p h o s p h o r y l a t i o n  e x p e r i m e n t s  i s  d e s c r i b e d  i n  P a r t  I I I .  3 . 4 .
T he a d e n y l i c  a c i d  s y s t e m  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  
m e c h a n ism s  c o n c e r n e d  w i t h  t r a n s p h o s p h o r y l a t i o n  i n  a l c o h o l i c  
f e r m e n t a t i o n .  T he r e a c t i o n s  m e d i a t e d  b y  t h i s  s y s te m  a r e  
c a t a l y s e d  b y  h i g h l y  s p e c i f i c  e n z y m e s ,  h e x o k i n a s e  b e i n g  t h e  
f i r s t  o f  t h e s e  i n  t h e  g l y c o l y t i c  s e q u e n c e ,  ATP b e i n g  t h e  o n l y  
s o u r c e  o f  p h o s p h a t e  f o r  t h i s  r e a c t i o n .
A v a r i e t y  o f  m e th o d s  c a n  b e  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  
r a t e ,  o r  am oun t o f  p h o s p h a t e  ,t r a n s f e r  f ro m  ATP t o  s u i t a b l e  
s u b s t r a t e s ,  b y  t h e  a c t i o n  o f  h e x o k i n a s e .  C h e m ic a l ,
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m a n o m e t r io  an d  s p e o t r o p h o t o m e t r i c  p r o c e d u r e s  h a v e  a l l  b e e n  
e m p lo y e d .
Lohmann ( 192 8 )  w as t h e  f i r s t  t o  m e a su re ,  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  by  o b s e r v i n g  t h e  d i f f e r e n c e  i n  p h o s p h a t e  e s t e r  
l i n k a g e  s t a b i l i t y  b e tw e e n  a  p h o s p h a t e  d o n o r  an d  a  p h o s p h o r y ­
l a t e d  a c c e p t o r .  T h e  r a t e  o f  t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n  c a n  b e  
f o l l o w e d  by  t h i s  m e th o d ,  f o r  t h e  p y r o p h o s p h a t e  l i n k  o f  ATP 
i s  c o m p l e t e l y  h y d r o l y s e d  b y  h e a t i n g  f o r  s e v e n  m i n u t e s  i n  
N -H C l, o r  t w e l v e  m i n u t e s  i n  H-H2SG4 , a t  1 0 0 ^ ,  w h e r e a s  t h e  
h e x o s e - 6 - p h o s p h a t e s  a r e  n o t  h y d r o l y s e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  
T h i s  p r o c e d u r e  h a s  b e e n  u s e d  by  s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  ( B a i l e y  
a n d  Webb, 1 9 4 8 ;  G r i f f i t h s ,  1 9 4 9 :  K o t e l n i k o o n a ,  1 9 5 1 ) ,  t o
m e a s u r e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  b u t  h a s  b e e n  c r i t i c i s e d  b y  B r o h -  
K ahn  a n d  M i r s k y  (1 9 4 7 )  who p o i n t  o u t  t h a t  o n l y  ATP d i s a p p e a r ­
a n c e  i s  b e i n g  m e a s u r e d *  T he m e th o d ,  t h e r e f o r e ,  d o e s  n o t  
n e c e s s a r i l y ,  m e a s u r e  o n l y  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  i n  im p u r e ,  enzym e 
s y s t e m s .  Long (195Q^) h a s  a l s o  e x p r e s s e d  t h e  v ie w  t h a t  t h i s  
m e th o d  i s  " c e r t a i n  t o  g i v e  e r r o n e o u s l y  h i g h  v a l u e s "  b e c a u s e  
o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  m any o t h e r  enzym es w h ic h  c o n t r i b u t e  t o  
t h e  f o r m a t i o n  o f  a c i d  g r o u p s .
When ATP d o n a t e s  a  p h o s p h a t e  g r o u p  t o  a  s u g a r  m o l e c u l e  5 
a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e  i s  fo rm e d  w i t h  a n  h y d r o x y l  g r o u p  h a v i n g  
a  s t r o n g l y  a c i d i c  c h a r a c t e r .  T h i s  c h a n g e  i n  a c i d i t y ,  b e i n g  
a  m e a s u r e  o f  u t i l i s e d  ATP, h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  t h r e e  m e th o d s .  
C o lo w ic k  a n d  K a l c k a r  (1 9 4 3 )  m e a s u r e d  t h e  c h a n g e  i n  pH d i r e c t l y ,
, 'y'"'-/' ■' \  '■ ' 'f '"  '■’;  ^ '
-  1 7 4  -
b u t  no r e a l  a c c u r a c y  c a n  b e  p l a c e d  o n  t h i s  m e th o d  a s  t h e  
b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  e m p lo y e d  m u s t  
a f f e c t  t h e  a c i d i t y  c h a n g e .  T he  a c t i v i t y  o f • y e a s t  h e x o k i n a s e  
i n  a l l  s t a g e s  o f  p u r i f i c a t i o n ,  w as m e a s u r e d  by K u n i t z  an d  
M acD o n a ld  (1 9 4 6 )  u s i n g  v o l u m e t r i c  a c i d i m e t r y ,  b u t  t h e  m e th o d  
d o e s  n o t  r e a d i l y  l e n d  i t s e l f  t o  r a t e  d e t e r m i n a t i o n .  A 
m o d i f i c a t i o n  o f  t h i s  m e th o d -w a s  i n t r o d u c e d  by  Vi/ajzer (1 9 4 9 )  
who f o l l o w e d  t h e  i n d i c a t o r  c o l o u r  c h a n g e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y .  
The m e th o d  i s  r a t l e r c o m p l e x ,  h o w e v e r ,  f o r  c o n t r o l  c u r v e s  a r e  
n e c e s s a r y  t o  c o r r e c t  f o r  s p o n t a n e o u s  c l o u d i n g  o f  t h e  s o l u t i o n s ,  
a n d  f o r  c h a n g e s  i n  a c i d i t y  o u t s i d e  v e r y  n a r r o w  l i m i t s .
A m o re  e l e g a n t  m e th o d  w as d e v i s e d  by  O o lo w ic k  an d  
K a l c k a r  ( 1 9 4 3 ) ,  who c a r r i e d  o u t  t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n  i n  
0 .03M  sodiu irt b i c a r b o n a t e  b u f f e r  (pH 7 .5 )  a n d  m e a s u r e d  t h e  
r a t e  o f  c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  m a n o m e t r i c a l l y .  T h i s  m e th o d  
h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  m e t a b o l i c  s t u d i e s .  I t  s u f f e r s  t h e  
l i m i t a t i o n  t h a t  o n l y  ATP b r e a k d o w n  i s  b e i n g  m e a s u r e d  a n d  n o t  
n e c e s s a r i l y  t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n .
The s i m p l e s t ,  d i r e c t  d e t e r m i n a t i o n  o f  h e x o k i n a s e  
a c t i v i t y  i s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  h e x o s e  d i s a p p e a r a n c e  b y  a n y  
o f  t h e  n o r m a l  c o p p e r  r e d u c t i o n  m e th o d s ,  a f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  
r e d u c i n g  h e x o s e  p h o s p h a t e s  w i t h  z i n c  h y d r o x i d e  b y  t h e  m e th o d  
o f  Som ogyi ( 1 9 4 5 ) .  T h i s  i s  t h e  o n l y  s im p le  m e th o d  w h ic h  
m e a s u r e s  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  d i r e c t l y ,  i n  im p u r e  p r e p a r a t i o n s  
o f  t h e  en zy m e .
"r -, '•/ -a
-  1 7 5  -
O v e r  a  p e r i o d  o f  y e a r s ,  W a rb u rg  i n t r o d u c e d  s e v e r a l !  
s p e c t r o p b b t o m e t r i o  m e tb o d s  f o r  t h e  m e a s u re m e n t  o f  t r a n s -  
p h o s p h o r y l a t i o n .  T he  m e th o d s  a r e  a l l  b a s e d  o n  t h e  o x i d a ­
t i o n  o r  r e d u c t i o n  o f  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s ,  b r o u g h t  a b o u t  b y  
a  c h a i n  o f  r e a c t i o n s ,  o f  w h ic h  t h e  t r a n s p h o s p h o r y l a t i n g  
r e a c t i o n  i s  t h e  l i m i t i n g  o n e .  , T he r a t e  o f  d i s a p p e a r a n c e  o f  
t h e  a b s o r p t i o n  b a n d  o f  r e d u c e d  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s  a t  
t h e n  b eco m es  t h e  m e a s u r e  o f  t h e  r a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n .
T he r a t e  o f  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  c a n  a l s o  b e  m e a s u r e d
b y  a d d in g  a n , e x c e s s  o f  " Z w is c h e n f e r m e n t "  ( g l u o o s e - 6- p h o s p h a t e  v-
d e h y d r o g e n a s e )  a n d  T P N -c y to c h ro m e  r e d u c t a s e  t o  t h e  h e x o k i n a s e  j;;-
s y s t e m ,  an d  f o l l o w i n g  t h e  r a t e . o f  a p p e a r a n c e  o f  r e d u c e d  . 1-
c y to c h r o m e  c ( H p g n e s s ,  1 9 4 8 ) .  A s i m i l a r  m e th o d  w as u s e d
b y  S l e i n  e t  a l  ( 1 9 5 0 ) ,  who m e a s u r e d  t h e  r a t e  o f  r e d u c t i o n
o f  T P W iih  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  " Z w is o h e n f e r m e n t "  an d  S '
p h o s p h o h e x o s e  i s o m e r a s e .  A n o t h e r  s p e c t r o p h o t o m e t r i o  m e th o d
i n t r o d u c e d  b y  K a l c k a r  an d  S h a f r a n  (1 9 4 7 )  m e a s u r e d  t h e  am o u n t
o f  ADP f o rm e d  i n  p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n s .  By a d d i n g  e x c e s s
m y o k in a s è  a n d  5 - a d e n y l a t e  d e a m in a s e  t o  t h e  h e x o k i n a s e  s y s t e m ,
t h e  c h a n g e  i n  a b s o r p t i o n  a t  865ny(^aooom pany ing  t h e  c o n v e r s i o n
o f  a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e  t o  i n o s i n i c  a c i d  i s  a  m e a s u r e  o f
t h e  r a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n .  .
I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  p h o s p h o r y l a t i o n  w as 
m e a s u r e d  b y  t h e  manome t r i e  m e th o d  o f  O o lo w i ck  a n d  K a l c k a r  ,%v
( 1 9 4 5 ) .  T he  a c c u r a c y  o f  t h é  r e s u l t s  w as c h e c k e d  w h e re  p o s s i b l e  
b y  m e a s u r i n g  c a r b o h y d r a t e  i i p t a k e .  - : :?yv;
- I " ' . ' '" ' . ' ' I :  -.A:: .X:, -  - A'
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8 . 8 .  M et ho els.
8 . 8 . 1 .  U siiiR  D ry  I c e  Y e a s t .
0.5M; p o t a s s i u m  f l u b r i d e  w as a d d e d  t o  a  5 . 4 $  
s u s p e n s i o n  o f  d r y  i o e  y e a s t  i n  w a t e r ,  t o  g i v e  a . f i n a l  p o t a s ­
s iu m  f l u o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 . 8  x  1 0 ‘*%I. T he m i x t u r e  
w as s h a k e n  f o r  30 m i n u t e s  a n d  t h e  pH a d j u s t e d  t o  7 . 6  b y  
a d d i t i o n  o f  s o l i d  s o d iu m  h y d r o g e n  c a r b o n a t e .  E a c h  W a rb u rg  
f l a s k  c o n t a i n e d  1 . 0 m l .  o f  f l u o r i d e - t r e a t e d  y e a s t  s u s p e n s i o n ,  
0 .4 5 m l .  o f  O . M  HaHOOg, a n d  0 . 6 m l .  o f  0 .05M  s u b s t r a t e ,  i n  t h e  
m a in  c o m p a r tm e n t .  T he  f l a s k s  w e re  f i l l e d  w i t h  5$ COg/95% %  
a n d  a f t e r  e q u i l i b r a t i o n  a t  30o  f o r  5 m i n u t e s ,  0 ^ 8 m l . . o f  
0 .04M  ATP a n d . 0 . 1 m l .  o f  O .IM  NaliCOg w e re  a d d e d  f ro m  t h e  s i d e  
l i m b .  . \
The c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  was m e a s u r e d  o v e r  t h e  
p e r i o d  0t 15 m i n u t e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t .
T h e r e  w as some p r o d u c t i o n  o f  COg i n  t h e  a b s e n c e  o f  
a n y  s u b s t r a t e ; , ,  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O.Olhl g a l a c t o s e .  The 
e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  i n  t a b u l a r  f o r m  a r e  a l l  
c o r r e c t e d  f o r  t h i s  b l a n k  p h o s p h o r y l a t i o n .
8 . 8 . 8 .  U sing : P a r t i a l l y  P u r i f i e d  H e x o k in a s e  P r e n a r a t i o n s .
T he r a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  w as d e t e r m i n e d  m a n o -  
m e t r i o a l l y ,  a g a i n  b y  t h e  m e th o d  o f  O o lo w io k  a n d  K a l c k a r  ( 1 9 4 3 ) ,  
an d  a l s o  i n  a  f e w  e x p e r i m e n t s ,  b y  m e a s u r i n g  s u b s t r a t e  u p t a k e .  '
- ,  .■■■ y  - y . "  ' - . y  . - ' ' - / ' y - »  . - y ; ' ' ÿ :  - . . ' . j t ' r -  ' x ' f  " V ? ' ' '  ■■- ‘ c ' y ;
- , A ;ÿ -y.
The t o t a l  f l u i d  v o lu m e  w as 2 .0 m l .  i n  t h e  m a n o m e tr io  
e x p e r i m e n t s ,  w h ic h  w e re  c a r r i e d ,  o u t  a t  30o .  T he m a in  com­
p a r t m e n t  o f  t h e  W a rb u rg  f l a s k s  c o n t a i n e d  0 . 2 m l .  o f  O.IM 
M gC lg , ,0 .2 m l .  o f  0 .05M s u b s t r a t e ,  0 . 4 m l .  o f  Q. J M  BaHOOg,
0 . 2 m l .  o f  0 .5 M K F ,  a n d  0 . 6 5 m l.  o f  n e u t r a l i s e d  enzym e s o l u t i o n ,  - 
a d d e d  i n  t h a t ; o r d e r . A f t e r  - f i l l i n g ,  t h e  f l a s k s  w i t h  
n i t r o g e n - 0 0 g m i x t u r e , an d  e q u i l i b r a t i o n  a t  30^ f o r  5 m i n u t e s ,  
0 .2 5 m l .  o f  0 .04M  ATP a n d  0 . 1 m l .  o f  O.liVI HaliCOg w e re  a d d e d  
f ro m  t h e  s i d e  l im b  a t  z e r o  t i m e .
The c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  was m e a s u r e d  f o r  t h e  f i r s t  
8 -1 0  m i n u t e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t .
  H e x o se  u p t a k e  was m e a s u r e d  by  t h e  m e th o d  o f  N e ls o n
(1 9 4 4 )  u s i n g  t h e 'm o d i f i e d  r e a g e n t s > d e s c r i b e d  b y  Som ogyi
( 1 9 5 2 ) .  " : :
The enzym e p r e p a r a t i o n  u s e d  f o r  t h e  g lu o o s o n e
A . ' . ' A': \e x p e r i m e n t s  was t h a t  d e s c r i b e d  i n  P a r t  H I .  3 . 4 ^ b .  A m o re
h i g h l y  p u r i f i e d  - enzym e w as u s e d  i n  t h e  s p e c i f i c i t y  e x p e r i m e n t s , ‘
b e i n g  f r a c t i o n  6 d e s c r i b e d  i n  P a r t  I I I , 3 . 4 . 4 .
V.  , ' A? ' -y . ' - - . . y  .. y ' . . .  . . y .  _A%- -A
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F i g .X V I I ,  E f f e c t  o f  D - g l u c o s o n e  o n  ATP 
b re a k d o T O .
80
60
;il. COg,
40
20
6 9
T I M E  ( M I N S . )
12 15
0 .005M  ATP, O.OIM D - g l u c o s e .  jc —x , no g l u o o s o n e ;  A—A , 
0 .008M  D - g l u o o s o n e ;  A — A  , 0 .02M  D - g l u o o s o n e ;  o - o  , 
0 .03M  D - g l u o o s o n e ;  # —# , 0 .03M  D - g l u o o s o n e ,  no g l u c o s e ;  0 -0  , no  g l u c o s e ,  no g lu o o s o n e *
- 1 7 9  -
F i g . X V I I I .  E f f e c t s  o f  D- an d  L - g l u c o s o n e  on  
ATP b r e a k d o w n .
Mi. CO
30
6 S 10
T i  m e Cm i N s . )
IZ 14 16
ATP 0 .003AÜ; D - g l u c o s e  O.OIM. x— x  ^ no g l u o o s o n e ;  ♦  ,
D - g l u o o s e  a n d  0 .067M  L - g l u o o s o n e ;  6 -  A , 0 .067M  D - g l u o o s o n e ;  
A—A , D - g l u o o s e  an d  0 .067M  D - g l u o o s o n e ;  o —o  , 0 .067M  D - 
g l u o o s o n e ;  □—a  , no  D - g l u o o s e ,  no  g l u o o s o n e .
-  180 -
F ig .X IX . E f f e c t  o f  D -g lu o o so n e  on ATP
b reak d o w n ^  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  
o f  ATP.
90
45
7 9
t i m e Cm i N s . )
II 13 15
0 .0 0 9 M  ATP, O.OlIvl D - g l u o o s e .  x—x , no g l u o o s o n e ;  a —/a. , 
0 .008M  D - g l u c o s o n e ;  A A , O.OSM D - g l u c o s o n e ;  o —o  ^
0.03M  D ~ g lu c o s o n e ;  , O.OSM D - g l u o o s o n e ,  no g l u c o s e ;
n —a  , no g l u c o s e ,  no g l u o o s o n e .
S'’
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g . 3 . R e s u l t s .
g . 3 . 1 . '  U s in g  D ry  I c e  - Y e a s t . ■
T he h a t e  o f  ATP h reak d o T O  by  d r y  i c e  y e a s t  i n  t h e  
■ p r e s e n c e  o f  p o t a s s i u m  f l u o r i d e  i s  shown i n  F i g .X V I I .  I n  
t h e  p r e s e n c e - o f  g l u c o s e ,  ATP w as u t i l i s e d  r e a d i l y  b u t  a d d i t i o n  
o f  D - g l u o o s o n e  i n h i b i t e d  n u c l e o t i d e  b reak d o T O . D -G lu c o s o n e  
e x e r t e d  a  much g r e a t e r ? i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  t h i s  s y s te m  
t h a n  on  f e r m e n t a t i o n ,  b u t  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  p h o s p h o r y l a t e d  I 
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  • ^
T he i n h i b i t i o n  w as a g a i n  s p e c i f i c  f o r  t h e  D - i s o m e r ,  
f o r  L - g l u c o s o n e ;  p r o d u c e d  no  e f f e c t  on  ATP u p t a k e  u s i n g  
g l u c o s e  a s  t h e  p h o s p h a t e  a c c e p t o r  ( P i g . X V I I I . I . The c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  ATP p r e s e n t - w a s  n o t  a. l i m i t i n g  f a c t o r  i n  t h e s e  
e x p e r i m e n t s  ( P ig .X I X . )  .
T he i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  D - g l u c o s o n e  on  ATP u p t a k e  
, u s i n g  g l u c o s e ,  f r u c t o s e ,  m a n n o se  an d  g l u c o s a m i n e  a s  s u b s t r a t e s  
a r e  show n i n  T a b le  V I .
-.4/
r-t&
-  , ■ ' V
-  18g  -
TABLE V I .
S u b s t r a t e
(P.OIM )
D -G lu o o s o n e
(M)
yw l COg r e l e a s e d  
i n  15  m in .
G rlucose - 57
0 . 0 2 19
F r u c t o s e 67
o.og 14
: M annose - 55
o.og gg
G lu c o s a m in e - g5
o.og gl
( D a ta  f ro m  A p p e n d ix ,  T a b l e s  31 an d  3g)
I t  was n o t i c e d  l a t e r  tb a . t  t h e r e  was a lw a y s  some
c a r b o n  d i o x i d e  o u t p u t  a t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  D-
og l u c o s o n e .  T he r a t e  o f  ATP b re a k d o w n  w as s i m i l a r  f o r  0 ^ 6 7M 
D - g l u c o s o n e  an d  O.OIM D - g l u c o s e  p l u s  0.06'7M D - g l u o o s o n e  
( F ig  •X 'V I I I . ) w h ic h  s u g g e s t e d  t h a t  D - g l u c o s o n e  p h o s p h o r y l a t i o n  
o c c u r r e d .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t  show ed t h a t  a  s i g n i f i c a n t  am ount 
o f  ATP w as u t i l i s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
D - g l u c o s o n e  a b o v e  0 .0 4 M . T he  r a t e  o f  ATP b re a k d o w n  was
- ■
-  183 -
much l o w e r  t h a n  t h a t  w h ic h  o c c u r r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  ( T a b l e  V I I . ) .
TABLE V I I .
C o n c e n t r a t i o n
(M)
D -G lu c o s e  D -G lu o o s o n e  
y ^ l  GO.g r e l e a s e d  i n  15  m in .
0 , 0 1 78 9
0 . 0 2 90 13
0 . 0 3 93 17
0 . 0 4 87 24
0 .0 5 84 30
0 .0 6 7 89 11
0 .0 7 5 . 85 23
( D a ta  f ro m  T a b l e  36 o f  t h e  A p p e n d ix )
The s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  f i n d i n g s  an d  t h e  m e ch a n ism  
o f  t h e  g l u o o s o n e  i n h i b i t i o n  o f  ATP b re a k d o w n  i s  d i s c u s s e d  i n  
S e c t i o n  2 . 4 . 1 .
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F ig .X X . P h o s p h o r y l a t i o n  o f  D - g l u o o s o n e  by 
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e #
I SO
100 -)4l. CO.
50
0 2 12A 6 8 10
t i h e Ch i N s . )
X —X, 0 .005M  D - g l u o o s e ;  6  — A , 0 .005M  D - g l u o o s o n e ;
0 .005M  D - g l u c o s e  a n d  0*005M D - g l u c o s o n e ;  A—
0.005M  D - g l u o o s o n e ;  o — o , 0 .005M  D - g a l a c t o s e ;  a —D
0 .005M  no s u b s t r a t e .
:- r  - . v - f  '  "  , :  % ' ' . 1 :
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2 .5 . .8 . ’ U sin g  P a r t i a l l y  P u r i f i e d  H e x o k in a se .
2 . 5 . 8 . 1 .  E x p e r i m e n t s  w i t h  G lu o o s o n e .
D - g l u o o s o n e  w as p h o s p h o r y l a t e d  a t  o n l y  a  s l i g h t l y  
l o w e r  r a t e  t h a n  g l u c o s e  u s i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  d e s c r i b e d  i n  
P a r t  I I I .  s e c t i o n  3 > ,4 .5 .  ( F i g . X X . ) .  N e i t h e r  D - g a l a c t o s e  
n o r * L - g l u c o s o n e  w a s  p h o s p h o r y l a t e d  when t e s t e d  u n d e r  i d e n t i c a l  
c o n d i t i o n s .  A m i x t u r e  o f  e q u i m o l a r  q u a n t i t i e s  o f  D - g l u o o s e  
a n d  D - g l u c o s o n e  w as p h o s p h o r y l a t e d  a t  t h e  sam e r a t e  a s  p u r e  
D - g l u c o s e  ( F i g . X X . ) .  Any c o m p e t i t i v e  e f f e c t  w h ic h  m ig h t  
o c c u r  b e t w e e n  t h e  tw o s u g a r s  f o r  h e x o k i n a s e  w a s ,  t h e r e f o r e ,  
n o t  o b v io u s  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .
T he r a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  w as a l s o  d e t e r m i n e d  
b y  m e a s u r i n g  - t h e  r a t e  o f  d i s a p p e a r a n c e  o f ' t h e  s u g a r s  a t  
v a r y i h g  t i m e  i n t e r v a l s .  R e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h i s  m e th o d  
a r e  co m p ared  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  b y  t h e  m a n o m e t r io  m e th o d  i n  
T a b l e  V I I I .  The m a n o m e t r io  r e s u l t s  t a b u l a t e d  a r e  t h o s e  
show n i n  F ig ..X X .
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Fig.!XXI* E f f e c t  o f  g lu o o so n e  p h o s p h a te  onh e x o k in a se  a c t i v i t y .
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T I M E  ( M I N S . )
B o th  c u r v e s  b l a n k  s u b t r a c t e d *  n —pc , D - g l u c o s e  0 .0 0 2 5 M ,
0 .0025M  D - g l u c o s o n e  a n d  ATP a d d e d  a t  £0 m in .  A - a  , 
D - g l u o o s o n e  0 .0 0 2 5 M , 0.00B5M  D - g l u c o s e  a n d  ATP a d d e d  
a t  SO m in*
187 -
TABLE V I I I
T im e m in . G lu c o s e  
GOg o u t p u t  H e x o s e  u p t a k e  
( ^ M )  (/uM )
G lu o o s o n e  
COg o u t p u t  S u g a r  u p t a k e  
(/wM) (/C.M)
2 3 .4 1 3 .1 1 2 .9 5 2 .9 2
4 4 . 9 2 4 . 2 3 4 .1 2 3 .9 5
8 5 .9 0 5 .1 2 5 .3 5 4 . 9 4
12 6 .0 0 5 . 6 5 5 .7 5 5 .3 9
As g lu o o s o n e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  b y  h e x o k i n a s e ^ t h e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t s :  o f  t h e  o s o n e  o n  f e r m e n t a t i o n  may b e  c a u s e d  
e i t h e r  by  a  n o n - r e m o v a l  o f  g l u o o s o n e  p h o s p h a t e  f ro m  t h e  
e n z y m e - m o le c u le ,  o r  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f  some o t h e r  enzyme 
b y  t h e  enzym e p h o s p h a t e .  T he  i n h i b i t o r y ' e f f e c t  o f  t h e  
g lu o o s o n e  p h o s p h a t e  on  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ’ i s  i n d i r e c t l y  
d e m o n s t r a t e d  i n  B ig ,X X I .
Low c o n c e n t r a t i o n s  o f  g lu o o s o n e  a n d  o f  g l u c o s e  
w e re  p h o s p h o r y l a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  ATP f o r  20 
m i n u t e d .  G lu c o s b h e  p l u s  ATP w as t h e n  a d d e d " t o  t h e  f l a s k  
c o n t a i n i n g  p h o s p h o r y l a t e d  g l u c o s e ^  an d  g l u c o s e  p l u s  ATP 
t o  t h e ;  o t h e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  p h o s p h o r y l a t e d  g l u o o s o n e .
T he a d d e d  g l u o o s o n e  w as p h o s p h o r y l a t e d  a t  a  h i g h e r  r a t e  t h a n  
t h e  a d d e d  g l u c o s e ^ w h i c h  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p r i m a r y
f ' . - ,
PLATE 1 .
S o l v e n t  f r o n t
( b )
( a ) 1
-><r
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PLATE 1 .
1 .  G l u c o s e .
2 .  G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( a )  fo rm e d  f ro m  g l u c o s e  (h )  a f t e r
t r e a t m e n t  w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP,
3 .  G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .
4 .  G l u c o s o n e - p h o s p h a t e  fo rm e d  f ro m  g l u o o s o n e ,  a f t e r  t r e a t m e n t
w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP. The n o n - a p p e a r a n c e  o f  t h e  
g l u c p s o n e  i s  d i s c u s s e d  o n  p . 1 9 1 .
5 .  G lu o o s o n e .
The c h ro m a to g ra m  w as f u n  on  Vtfhatman Eo.2 p a p e r ,  
i n  e t h y l  a o e t a t e - a m y l a l c o h o l - f o r m a m i d e  ( 1 : 2 : 3 ) ,  f o r  f i v e  
h o u r s  a t  4 0 ° .
PLATE 2 .
S o l v e n t  f r o n t
* ( c )
(b )
( b )
( a )  J à  I ' ( a )
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PLATE E
1 .  G lu c o s e  t r e a t e d  w i t h  h e x o k i n a s e  w i t h o u t  ATP*
S . G l u o o s e - ô - p h o s p h a t e  ( a ) ,  g l u c o s e  ( h ) , an d  g l u c o s o n e  ( c ) .
3 .  E ru c  t o s  e - l - p h o  s p h a t  e *
4 .  G lu c o s o n e  p h o s p h a t e  ( a )  fo rm e d  f ro m  g l u c o s o n e  (h )  t r e a t e d
w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP.
5 .  G lu c o s o n e  w h ic h  d i d  n o t  a p p e a r ,  t r e a t e d  w i t h  h e x o k i n a s e
w i t h o u t  ATP.
C h r o m a to g r a p h ic  p r o c e d u r e  a s  f o r  P l a t e  1 .
V *  .
Pi-ATIi. 3 .
S o l v e n t  f r o n t
( b )
#
( a )
( c )
(b ) (b )
( cx)
—  le
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PLATE 3 . -Vfc
1 .  G lu G o se - 'ô - p h o s p h a t e  ( a )  f o rm e d  f ro m  g l u c o s e  (h )  t r e a t e d  
w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP.
E. H e x o k i n a  s e  p l u s  ATP, no g l u o o s e .
G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( a )  , g l u c o s e  ( b) , g l u c o s o n e  ( c) .3 .
4 . G lu c o s o n e  p h o s p h a t e  ( a )  f o rm e d  f ro m  g l u c o s o n e  (b )  t r e a t e d  1(h) x■ ' I [. : #  "
w i t h  h e x o k i n a s e  .a n d  ATP. ' '
5 .  G l u c o s e  t r e a t e d  w i t h  h e x o k i n a s e  w i t h o u t  ATP.
C h r o m a to g r a p h ic  p r o c e d u r e  a s  f o r  P l a t e  1 .
■1- .wX- .
-Î ■ .
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p h o s p l l o r y l a t i o n  Of g l u c o s o n e  p r o d u o  eel some i n h i b i t o r y  e f f e c t  
o n  t h e  h e x o k i n a s e .  A d i r e c t  p r o o f  o f  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  
o f  g l u c o s o n e  p h o s p h a t e  o n  h e x o k i n a s e  m u s t  a w a i t  t h e  s y n t h e s i s  
o f  t h e  compound b y  c h e m i c a l  m e t h o d s .  ( s e e  P a r t  I I I .  1 . 3 . 3 . ) .
The p r o d u c t s  o f  p h o s p h o i * y l a t i o n  w e r e  e x a m in e d  c h r o m a t o ­
g r a p h i c  a l l  y  w i t h  t h e  r e s u l t s  shown o n  p l a t e s  1 ,  2 ,  a n d  3 .
The  c h r o m a to g r a m s  w e r e  a l l  d e v e l o p e d  i n  a n  e t h y l  
a c e t a t e / a m y l a l c p h o l / f o r m a m i d e  s o l v e n t ,  a n d  r e d u c i n g  s u b s t a n c e s  
w e r e  d e t e c t e d  u s i n g  t r i p h e n y l t e t r a z o l i u n i  c h l o r i d e .  The  
c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  em p lo y ed  a r e  d e s c r i b e d  i n  P a r t  I I I .  
s e c t i o n  5.
P l a t e  1 show s t h e  f o r m a t i o n  o f  r e d u c i n g  s u b s t a n c e s  
f r o m  b o t h  g l u o o s e  a n d  g l u c o s o n e  w h ic h  h a d  s i m i l a r  Rf  v a l u e s  
t o  t h a t  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .  G l u c o s o n e  c o u l d  n o t  b e  
d e t e c t e d  on  some c h r o m a t o g r a m s  a f t e r  b e i n g  p h o s p h o r y l a t e d  
u n d e r  t h e  t e s t  c o n d i t i o n s ,  b u t  i t  was l a t e r  d i s c o v e r e d  t h a t  
t h e  o s o n e  d i d  n o t  d i s a p p e a r  p r o v i d e d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  
was a c i d i f i e d  a f t e r  o n l y  1 0 - 1 5  m i n u t e s  a t  3 0 ^ .
P l a t e s  S a n d  3 a r e  c o n t r o l  c h r o m a to g r a m s  sh o w in g  
t h a t  no r e d u c i n g  com pounds  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  o r  g l u c o s o n e ;  an d  ' ^
t h a t  no  s u b s t a n c e  c o r r e s p o n d i n g  t o  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  was
f o rm e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a d d e d  ATP.
T h i s  s o l v e n t  m i x t u r e  d o e s  n o t  s e p a r a t e  f r u c t o s e - 1 -  ' f :
p h o s p h a t e  f r o m  g l u c o ’s e - 6 - p h o s p h a t e  ( P l a t e  7 ,  P a r t  I I I .  s e c t i o n  5 .
— 1 9  E —
T h e s e  p h o s p h a t e s  w e re ,  s e p a r a b l e  t o  some e x t e n t  u s i n g  t h e
s o l v e n t ë ,  f o r m i c  a c i d / a c e t o n e  ( B u r r o w s , G r y l l s ,  a n d  H a r r i s o n ,
1 9 5 5 )  o r  e t h y l  a c e t a t e / p y r i d i n e / w a t e r  (H a n e s  a n d  I S h e r w o o d ,
1 9 4 9 ) .  The Rp o r  Rp v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  v a r i o u s  s u g a r
/p h o s p h a t e s  u s i n g  t h e s e  s o l v e n t s  an d  p h o s p h a t e - d e t e c t i n g
s p r a y s  a r e  shown i n  T a b l e  I X . , a s  t h e  c h r o m a to g r a m s  o b t a i n e d
c o u l d  n o t  b e  r e p r o d u c e d  p h o t o g r a p h i c a l l y .  The R^ v a l u e s
r e p o r t e d  u n d e r  H a n e s  a n d  I S h e r w o o d  (19 4 9 )  w e r e  c a l c u l a t e d  by
t h e  p r e s e n t  a u t h o r  f r o m  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  b y  th e m .  The
i s  t h e  d i s t a n c e  t r a v e l l e d  b y  t h e  o r g a n i c  -p h o s p h a te  
d i s t a n c e  t r a v e l l e d “b y  d - p h o s p h a t ë .
The new r e d u c i n g  s u b s t a h c e ^ o b s e r v e d  a f t e r  t r e a t ­
m e n t  o f  g l u c o s o n e  w i t h  h e x o k i h a s e  a n d  ATP, a p p e a r e d  a s  a  
d i f f u s e d  s p o t  w i t h  a n  Rf  v a l u e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  g l u c o s e -  
Ô- p h o s p h a t e .  A l t h o u g h  f r u o t o s e - l - p h o s p h a t e  w as  n o t  s e p a r a t e d
a x > p r e c i a b l y  f ro m  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  w i t h  t h e  s o l v e n t s  u s e d ,  
t h e  R f  v a l u e  was d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  t h e  g l u c o s o n e  p h o s ­
p h a t e .  S p o t s  w h i c h  h a d  s i m i l a r  Rf v a l u e s  t o  t h o s e  o f  A lp  T 
a n d  ATP a p p e a r e d  on  t h e  c h r o m a to g r a m s  o f  t h e  g l u c o s e  and  
g l u c o s o n e  e x t r a c t s .
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S . 3 . S . S . E x p e r i m e n t s  w i t h  V a r i o u s  S u b s t r a t e s  a n d  S u b s t r a t e  
A n a l o g u e s ,
W i t h i n  t h e  p a s t  f e w  y e a r s  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
t h r e e  g l u c o s e  a n a l o g u e s  b y  e i t h e r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  o r  
c r y s t a l l i n e  h e x o k i n a s e ,  h a s  b e e n  r e p o r t e d .  Brown ( 1 9 5 1 ) ,  
a n d  G r a n t  and  Long (195E) r e p o r t e d  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
g l u c o s a m i n e ,  C r am e r  an d  Woodward (1 9 5 8 )  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  8 - d e o x y  g l u o o s e  an d  J o h n s t o n e  a n d  M i t c h e l l  (1 9 5 8 )  t h e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s o n e .
I t  seem ed  d e s i r a b l e  t h a t  a  s y s t e m a t i c  i n v e s t i g a t i o n  
i n t o  t h e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  h e x o k i h a s e  s u b s t r a t e s  
s h o u l d  b e  m ad e .  The  e f f e c t s  o f  c e r t a i n  h e x o s e  p h o s p h a t e s  
a n d  i n h i b i t o r s  o n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d ,  
a s  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  r e g a r d i n g  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  s u b ­
s t a n c e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  (P a r t  I I . ,  s e c t i o n  1 . 1 , 6 , ) .
The r a t e s  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  known h e x o ­
k i n a s e  s u b s t r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d  an d  a r e  shown i n  T a b l e  X.
P lk A T A  4
 S o l v e i u t .  f r o n t ----------------------- '____________________
(b ) ê i
( b )
0  (b )
(b )
(a )
( a ) -.(a)
l( a )
l (a )
4f" -X-
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PLATE 4
1 .  G l u o o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( a )  f o r m e d  f ro m  g l u c o s e  (b)  t r e a t e d  : :
w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP.
8 ,  P r i i c  t o  s e  p h o s p h a t e  ( a )  f o r m e d  f ro m  f r u c t o s e  (b )  t r e a t e d
w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP, .
3 .  G l u c o s o n e  p h o s p h a t e  ( a )  f o r m e d  f ro m  g l u c o s o n e  (b)  t r e a t e d  , ,
vd.th  h e x o k i n a s e  a n d  ATP.
4 .  8 - d e o x y - g l u c o s e  p h o s p h a t e  ( a )  fo rm ed ,  f r o m  E - d e o x y - g l u o o s e  (b)
t r e a t e d  w i t h  h e x o k i n a s e  a n d  ATP,
5 .  G l u c o s a m i n e  p h o s p h a t e  ( a )  fo rm e d  f ro m  g l u c o s a m i n e  (b)
t  r  e a t  e d w i t h  h  e x o k i n a  s  e a n d  ATP,
G h r o m a t o g r a p h i o  p r o c e d u r e  a s  f o r  P l a t e  1 .
-.0' .- h  0.
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TABLE X,
S u b s t r a t e
(0 .005M )
O u t p u t  p e r  10 D i in . 
( y - 1  oog)
R a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  
( g l u c o s e  = 1 . 0 )
8 - d e o x y  g l u c o s e 178 1 . 0 8
G l u c o s e ; 160 1 . 0 0
F r u c t o s e 1 5 8 1 . 0 0
G l u c o s o n e 140 0 . 8 7
M annos e 138 0 . 8 8
G l u c o s a m i n e 180 0 , 7 5
A c h r o m a to g r a m  o f  t h e .  p r o d u c t s  f ro m  t h i s  e x p e r i m e n t  
i s  r e p r o d u c e d  o n  P l a t e  4 .  The  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e  
was i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  p r e v i o u s l y .
E ach  e x t r a c t  was r e s o l v e d  i n t o  two c o m p o n e n t s  by  
t h i s  t e c h n i q u e .  I t  was  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
t h e  s l o w e r - r u n n i n g  c o m p o n e n t s  w as  i n d i c a t i v e  o f  t h e  f o r m a t i o n  
o f  p h o s p h o r y l a t e d  d e r i v a t i v e s ,  a s  t h e  Rf  v a l u e s  o f  t h e s e  
s l o w - r u n n i n g  c o m p o n e n t s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  h e x o s e  
p h o s p h a t e s  u s e d  p r e v i o u s l y  a s  c o n t r o l  s u b s t a n c e s .  No d e f i n i t e  
p r o o f  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  w as  o b t a i n e d  a s  t h e  r e s p e c t i v e  s u g a r  
p h o s p h a t e s  w e re  n o t  a l l  a v a i l a b l e .
C r a m e r  an d  Woodward (1 9 5 8 )  r e p o r t e d  t h a t  8 - d e o x y  
g l u o o s e  w as  p h o s p h o r y l a t e d  a t  a  r a t e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f
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g l u c o s e  b u t  i n  t h e  p r e s e n t :  e x p e r i m e n t s  t h e  r a t e  o f  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  o f  t h i s  s u g a r  w as  a l w a y s  s l i g h t l y  h i g h e r  t h a n  
t h a t  o f  g l u c o s e .  T h e  p h o s p h o r y l a t i o n  r a t e s  o f  g l u c o s e  a n d  
f r u c t o s e  w e r e  f o u n d  t o  h e  v e r y  s i m i l a r ,  a l t h o u g h  B e r g e r  ^  ^  
(1 9 4 6 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r e l a t i v e  r a t e s  w e r e  1 .  a n d  1 . 4 .  
K u n i t z  an d  M a c D o n a ld ,  (19 4 6 )  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  r e p o r t e d  t h a t  
g l u o o s e  was p h o s p h o r y l a t e d  a t  t h e  same f a t e  a s  f r u c t o s e .
The  r e l a t i v e  r a t e s  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s e  a n d  m annos e  
w e r e  1 .  a n d  0 . 3  a c c o r d i n g  t o  B e r g e r . e t  a l  (1 9 4 6 )  a n d  1 .  a n d
0 . 5 ,  a c c o r d i n g  t o  K u n i t z  a n d  M acD ona ld  ( 1 9 4 6 .  M o re  r e c e n t l^ r  
S l e i n  ^  a l  (1 9 5 0 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r a t i o  o f  m annos e  
t o  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  0 . 7 5  a t  c o m p l e t e  s a t u r a t i o n  o f  
t h e  enzym e .  T h i s  f i g u r e  w as  o h t a i n e d  a f t e r  m e a s u r i n g  t h e  
r a t e  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  by  a  s p e o t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d .  I t  
was  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l o w e r  r a t i o  - o b t a i n e d  e a r l i e r  ( B e r g e r  
e t  a l , 1946)  u s i n g  a  m a n o m e t r i c  m e t h o d ,  m i g h t  b e  d ue  t o  some 
i m p u r i t y  p r e s e n t  i n  t h e  m annos e  w h ic h  e x e r t e d  a n  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o n  t h e  en z y m e .  The  t u r n o v e r  r a t e  o f  g l u c o s a m i n e  b y  
c r y s t a l l i n e  y e a s t  h e x o k i n a s e  was s i m i l a r  t o  t h a t  o f  g l u c o s e ,  
a c c o r d i n g  t o  Brown ( 1 9 5 1 ) ,  a n d  G r a n t  a n d  Long ( 1 9 5 2 )  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  am ino s u g a r  v/as p h o s p h o r y l a t e d  a t  7Q p e r  c e n t ,  o f  
t h e  r a t e  b f  g l u o o s e .  The f i n d i n g s  p r e s e n t e d  h e r e  a r e  i n  
g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  l a t t e r  r e p o r t .
T he  com pounds  l i s t e d  i n  T a b l e  X I .  w e re  n o t  p h o s ­
p h o r y l a t e d  u n d e r  t h e  t e s t  c b n d i t i b h s .
t-- ' 0 0 0 \
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TABLE X I . .
D - a r a b i n o s e
D - g a l a c t o s e
L - s o r b o s e
N - a c e t y l  ' D - g l u o  o s  am ine  1 : 5  anhyci.ro. D - g l u c i t o l  0
cK.methyl D - g l u c o s i d e  D - g l i i o o s e - l - p h o s p h a t e
yf m e t h y l  D - g l u c o s i d e  D - g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  .
D - g a l a o t o s p n e  1 : 5  a n h y d r o  D - m a n n i t o l  D - f m o t o s  e - l - p h o s p h a t e
D-g a l a 01 08 a m ine
T h e s e  com pounds p r o d u c e d  no i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  
g l u o o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  a t  c o n c e n t r a t i o n s  t w i c e  t h a t  o f  t h e  
s u b s t r a t e .
r f - rpv:^ - ■ ,;K0.: \ 0:
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2 .4 .  D is c u s s io n ,
2 . 4 . 1 .  The P h o s p h o r y l a t i o n  o f  D - G l u o o s o n e .
: The e x p e r i m e n t s . c a r r i e d . o u t  w i t h  d r y  i c e  y e a s t  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  ATP u p t a k e  was i n h i b i t e d  by  g l u c o s o n e .
The f e r m e n t a t i o n  o f  n o r m a l  s u b s t r a t e s  b y  t h i s  y e a s t  p r e p a r a ­
t i o n  w as  p r e v e n t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  f l u o r i d e  w h i c h  p r o b a b l y  
e x e r t e d  i t s  m a i n  e f f e c t  on  e n o l a s e .  ATP c o u l d ,  t h e r e f o r e ,  
h a v e  b e e n  u t i l i s e d  a t  two m e t a b o l i c  l e v e l s  i n  t h e  p h o s p h o r y l a -  
t i o n  e x p e r i m e n t s ,  n a m e l y ,  f o r  t h e  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
t h e  s u b s t r a t e  a n d  a l s o  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  f r u c t o s e - 6 -  
p h o s p h a t e .  A s y n t h e s i s  o f  ATP m i g h t  o c c u r  u n d e r  t h e s e  e x p e r i ­
m e n t a l  c o n d i t i o n s  p r o v i d e d  s u f f i c i e n t  p y r u v a t e  o r  a o e t a l d e h y d e  
was  p r e s e n t  t o  e n a b l e  t h e  r e d u c e d  DPN t o  b e  r e o x i d i s e d .  I t  
i s  d o u b t f u l  w h e t h e r  p y r u v a t e  c o u l d  b e  p r e s e n t  i n  t h e  y e a s t  
p r e p a r a t i o n  f o r  K r e b s  _et ^  ( 1 9 5 2 )  h a v e  shown t h a t  s u c h  p r e p a r a ­
t i o n s  h a v e  h i g h  c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y ,  a  f i n d i n g  c o n f i r m e d  b y  
t h e  p r e s e n t  a u t h o r .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  p y r u v a t e  i t  i s  u n l i k e l y  
t h a t  a o e t a l d e h y d e  w o u ld  b e  p r e s e n t .  T h u s ,w h e n  a v a i l a b l e  
DPN i s  a l l  r e d u c e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  d i p h o s p h o g l y c e r l c  a c i d  
f r o m  p h o s p h o r g l y o e r a l d e h y d e , n o  f u r t h e r  s y n t h e s i s  o f  ATP c a n  
o c c u r .  I t  w o u ld  a p p e a r  f r o m  t h e  e x i s t i n g  e v i d e n c e ,  t h e r e f o r e ,  
t h a t  a n  u p t a k e  o f  2 m o l e c u l e s  o f  h i g h  e n e r g y  p h o s p h a t e  was ,
m e a s u r e d  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  d r y  i c e  y e a s t  exp e A m e n t  s .
The a c t i v i t y  o f  ATPase  an d  o t h e r  p h o s p h a t a s e s  i n  t h e  p r e p a r . a t i b n  > 
i s  sh o rn , :  i n  th e ;  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s . .  . ■ ’
-
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I t  was  shown i n  l a t e r  p h o s p h o r y l a t i o n  e x p e r i m e n t s  
u s i n g  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e  t h a t  g l u c o s o n e  i s  p h o s ­
p h o r y l a t e d  a t  a  l o w e r  r a t e  t h a n  g l u c o s e .  The r a t e  o f  ATP 
u p t a k e  u s i n g  d r y  i c e  y e a s t  a s  t h e  s o u r c e  o f  p h o s p h o r y l a t i n g  
enzym es  and  g l u c o s o n e  a s  t h e  s u b s t r a t e ,  w o u ld  t h e r e f o r e  b e  
l e s s  t h a n  h a l f  o f  t h a t  o f  t h e  n o r m a l  s u b s t r a t e s ,  i f  i t  i s  
a s s u m e d  t h a t  g l u c o s o n e  p h o s p h a t e  d o e s  n o t  u n d e r g o  f u r t h e r  p h o s -
ip h o r y l a t i o n .  The am oun t  o f  ATP b r e a k d o w n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
g l u c o s o n e  was n o t  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  i n  t h e  e a r l i e r  e x p e r i ­
m e n t s  u s i n g  d r y  i c e  y e a s t  a n d  i t  w as  c o n c l u d e d  t h a t  g l u c o s o n e  
w as  n o t  p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n s  s h o w e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  m e a s u r a b l e  ATP b r e a k d o w n  
d e f i n i t e l y  o c c u r r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  g l u c o s o n e .  i r
■ :  L' The  ' " i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  D - g l u c o s o n e  i n  t h e s e  e x p e r i -
/  ' )' m e n t s  i s  , t h u s  p r o b a b l y  a  r e l e c t i o n  o f  t h e  c h a n g e  i n  t o t a l  ATP
b r e a k d o w n  p r o d u c e d  b y  t h e  i n h i b i t i o n  o f  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y .
The f o r m a t i o n  o f  a  g l u c o s o n e  p h o s p h a t e  w h ic h  d i s s o c i a t e d . o n l y
v e r y  s l o w l y  f r o m  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e  c o u l d  r e d u c e  t h e
r a t e  o f  t h e  p r i m a r y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  n o r m a l  s u b s t r a t e s  t o
■ • Î
z e r o ,  a l t h o u g h  n o t  a f f e c t i n g  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  f o r m e d  
f r u c t o s e - ^ p h o s p h a t e .  The r a t e  o f  ATP b r e a k d o w n  i n  t h e  p r e s e n c e ,  
o f  g l u c o s e  ;w o u l d ,  t h e r e f o r e , ,  d e c r e a s e  p r o p o r t i o n a l l y  w i t h  t h e  
am o u n t  o f  a d d e d  g l u c o s o n e ,  f o r  a  d i r e c t  c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  
g l u c o s o n e  a n d  g l u o o s e  f o r  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e  p r o b a b l y
■ — 201 — ■ . 0
o c c u r s  u n d o  r  t h e  o o M i t i o n s ' o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  0:-
A l t h o u g h  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s o n e  i s  d i r e c t l y  :: 
d e m o n s t r a b l e  i n  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e  e x t r a c t s ,  t h e  
s t r u c t u r e  o f  t h e  g l u c o s o n e  p h o s p h a t e  h a s  n o t  y e t  b e e n  a s c e r ­
t a i n e d .  f r o m  a  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l  a n d  c h e m i c a l  
s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  n o r m a l . s u b s t r a t e s  a n d  g l u c o s o n e  i t  00
i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  o s o n e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  a t  C 6 .
2 . 4 . 2  The  S p e c i f i c i t y  o f  H e x o k i n a s e .
Enzymes a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  c o l l o i d a l  p r o t e i n s  
w h i c h  c a t a l y s e  r e a c t i o n s  by  f i r s t  f o r m i n g  a  c o m p le x  w i t h  t h e i r  " 
s u b s t r a t e s  (B row n ,  1 9 0  2-; M i c h a e l  i s  a n d  M ent  e n ,  1 9 1 3 ) .  L i t t l e  00 
i s  known o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  i n t e r m e d i a t e s  b u t  i t  i s  g e n e r a l l y  0 
c o n s i d e r e d  t h a t  e i t h e r  s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  c o m p le x e s  o r  d e f i n i t e ,  
m o l e c u l a r  com pounds  a r e  f o r m e d ,  o r  c o m b i n a t i o n  o c c u r s  by  m e an s  
o f  c o v a l e n t  b o n d s ,  h y d r o g e n  b o n d s  o r  v a n  d e r  W a a l ’ s  f o r c e s .  #
An i n d i c a t i o n  t h a t  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x e s  a r e  
n o t  f o r m e d  p u r e l y  b y  p h y s i c a l  a d s o r p t i o n  was o b t a i n e d  when 
K e i l i n  an d  Mann ( 1 9 3 6 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e r e  was a  d e f i n i t e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e  a n d  h y d r o g e n  10
p e r o x i d e .  C h a n ce  (1 9 4 3 )  l a t e r ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p e r o x i d a s e -  
h y d r o g e n  p e r o x i d e  c o m p le x  was  r e l a t i v e l y  s t a b l e  a n d  h e  was a b l e  
t o  m e a s u r e  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  a n d  t h e  r a t e  o f  b r e a k d o w n  o f  1  
t h e  com pound . #
. I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  a n y  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  c a r b o -  \  
h y d r a t e  b y  ATP w h ic h  i s  c a t a l y s e d  by  h e x o k i n a s e ,  r e q u i r e s
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t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  e n z y m e - s u b s t r a t a  com plex*
I t  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  -ah  A T P-m agnes ium  c o m p le x  i s  
f o rm e d  w h i c h  m u s t  b e - a t t a c h e d  t o  t h e  enzyme m o l e c u l e  b e f o r e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  c a n  o c c u r *  T h e r e  i s  l i t t l e  
e v i d e n c e  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  b u t  d e f i n i t e  i n f o r m a t i o n  h a s  
b e e n  o b t a i n e d  w h ic h  d e f i n e s  some s t r u c t u r a l  r e q u i r e m e n t s  f o r  
t h e  c a r b o h y d r a t e  s u b s t r a t e s  o f  h e x o k i n a s e .
The c a r b o h y d r a t e s  r e p o r t e d  t o  b e  p h o s p h o r y l a t e d  b y  
ATP i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e  a r e  shown below*
I n  t h e  e n s u i n g  d i s c u s s i o n  t h e  h y d r o x y l  g r o u p s  a t t a c h e d  
t o  Û2, 0 3 ,  04 ,-  05 a n d  06 a r e  d e s c r i b e d  a s  c i s r a n d  t r a n s  i n  
r e s p e c t  t o  t h e  r e d u c i n g  h y d r o x y l  i n  oc D - g l u c o s e *  T a k i n g  oc D~ 
g l u c o p y r a n o s e  a s  a n  e x a m p l e ,  t h e  h y d r o x y l  on  02  i s  c i s , t h a t  
on  03  t r a n s i a n d  t h a t  on  0 4  c i s .
OHpOH
OH
OH
OHoOH
OHv Oil
oc- D-manno s e
HOH
? r D - f r u o t ù s ë
OH
m
oCT-D^giu CO 8 ami n e
;
-  205 -
OEgOH
H :X OH
H H 
2 -d eo x y ~ o ^  - D - g l i i o d s e
OH
p ^ - D - g l u o o s o n e  h y d r a t e
I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e s e  c a r b o h y d r a t e s  h a v e  s i m i l a r  
c o n f i g u r a t i o n  o f  0 3 ,  0 4 ,  a n d  05 a n d  h a v e  a f r e e  r e d u c i n g  g r o u p  
o n  01, d i f f e r i n g  o n l y  i n  t h e  c o n f i g u r a t i o n s  o n  t h e  s u b s t i t u e n t  
a t  0 2 .
T h e r e  i s  no  d e f i n i t i v e  p r o o f  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  
o s o n e s  b u t  f ro m  a  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e s  o f  t h e  i s o -  
p r o p y l i d e n e  d e r i v a t i v e s  o f  g l u c o s e  p r o p o s e d  b y  B a y n e ,  C o l l i e ,  
an d  H e w s t e r  ( 1 9 5 2 ) ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  g l u c o s o n e  i t s e l f  c a n  
e x i s t  i n  t h e  h y d r a t e d  p y r a n o s e  f o rm  shown a b o v e .
G r o t t s c h a l k  ( 19 4 3 )  h a s  shown t h a t  t h e  oc f o r m  o f  
g l u c o p y r a n o s e  i s  f e r m e n t e d  a t  a  s l i g h t l y  h i g h e r  r a t e  t h a n  
t h e  ^  f o r m .  He h a s  a l s o  r e p o r t e d  s i m i l a r  r e s u l t s  w i t h  oc a n d ,
/Ô m a n n o p y r a n o s e  ( O o t t s c h a l k ,  1 9 4 7 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  c o n f i g u r a t i o n  o n  01 h a s  l i t t l e  e f f e c t  o n  h e x o k i n a s e  
a c t i v i t y .
T h e r e  i s  a  r e q u i r e m e n t  f o r  a  r e d u c i n g  g r o u p  on  0 1 ,  
h o w e v e r ,  f o r  1 : 5 - a n h y d r o - D - g l u o i t o i  a n d  1 : 5 - a n h y d r o - D - m a n n i t o l , 
t h e  s t r u c t u r e s  o f  w h i c h  a r e  shovm b e l o w ,  a r e  n o t  p h o s p h o r y l a t e d
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OH
OHgOH
OHX H
1 : 5 - a n h y d r o - B - g l u c i t o l
E  H 
1 : 5 - a n h y d ro - I )* ~ m a n n i to l
The f o r m a t i o n  o f  a  g l u c o s i d e  a l s o  p r e v e n t s  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  b y  h e x o k i n a s e ,  f o r  m e t h y l - o c - B - g l u c o s i d e ,  a n d  
t h e  i s o m e r ,  m e t h y l -  ^  - D - g l n o o s i d e  a r e  n o t  a c t i v a t e d  by  t h e  
e n z y m e .
OHgOH
OOHg
H OH 
m e th y l - o v - D r - g ln c o s id e
OHgOH
OOH^
H OH 
m e t h y l - ^ D - g l n o o s i d e
IAs t h e s e  com pounds  a r e  p r o t o t y p e s  o f  a l l  g ju o o s i d e s  
i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  n o n e  o f  t h e  m o re  c o m p le x  g l u o o s i d e s  w i l l  
b e  p h o s p h o r y l a t e d  b y  h e x o k i n a s e -  K u n i t z  a n d  M acD o n a ld  (1 9 4 6 )  
h a v e  r e p o r t e d  t h a t  n e i t h e r  s u c r o s e ,  m a l t o s e , , n o r  t r e h a l o s e  
w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  b y  c r y s t a l l i n e  h e x o k i n a s e -
A l t h o u g h  a  c o n f i g u r a t i o n a l  c h a n g e  on  G2 d o e s  n o t  
a f f e c t  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  h e x o s e ,  g l u c o s e  a n d  m a n n o se  
b e i n g  b o t h  a c t i v a t e d ,  t h e . s i z e  a n d  n a t u r e  o f  t h e  s u b s t i t u e n t
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on  t l i i s  c a r b o n  a to m  d o e s  a f f e c t  p h o s p h o r y l a t i o n • Vi/oodward, 
C r a m e r ,  a n d  H u d s o n  (1 9 5 3 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  E - c h l o r o - 2 - d e o x y -  
g l u c o s e  d o e s  n o t  i n h i b i t  y e a s t  f e r m e n t a t i o n  a s  e f f e c t i v e l y  
a s  E - d e o x y - g l u c o s e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s m a l l e r  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  p r o d u c e d  b y  2 - o h l o r o - 2 - d e o x y ~ g l u c o s e :  i s  d u e  t o  t h e  
r e d u c t i o n  o f  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  p a r e n t  d e o x y  s u g a r  f o r  
h e x o k i n a s e ,  b y  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  c h l o r i n e  a t o m .  The 
p r e s e n c e  o f  a  l a r g e r  s u b s t i t u e n t  p r e v e n t s  p h o s p h o r y l a t i o n  
c o m p l e t  e l  y  f o r  B row n ( 1 9 5 1 )  h a s  r e p o r t e d  t h a t  H - a c e ty l - ^ D -  
g l u c o s a m i n e  was n o t  p h o s p h o r y l a t e d  by  c r y s t a l l i n e  h e x o k i n a s e ,  
a  f i n d i n g  w h i c h  was c o n f i r m e d  b y  t h e  p r e s e n t  a u t h o r  u s i n g  
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h e x o k i n a s e .  I t  w o u ld  b e  o f  i n t e r e s t  t o  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  E - 0 - m e t h y l - D - g l u c o s e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e  i n  o r d e r  t o  a s c e r t a i n  t o  w h a t  e x t e n t  
t h e  s i z e  an d  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s u b s t i t u e n t  o n  02  a r e  f a c t o r s  
d e t e r m i n i n g  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  enzym e .
OH OH
C lH
OHpOH
2 - c h i  o r o  -  2 d eo x y -x -D - . 'g lu c  o s  e
GHgOH
H mOOOHg . y -  00%  ;
; E - a o e t y l - x - D - g l u c o s a m i n e  - a - O - m e t h y l - o t - D - e l i i c o s s
— S06 **
A l l  o f  t h e  s u g a r s  w h i c h  w e re  p h o s p h o r y l a t e d  h a d  
t h e  h y d r o x y l  g r o u p  o h  03  i n  t h e  t r a n s  p o s i t i o n .  No e v i d e n c e  
w as  o b t a i n e d  t o  show t h a t  t h i s  c o n f i g u r a t i o n  was a  f u n c t i o n a l  
r e q u i r e m e n t .  A t e s t  o f  t h e  a b i l i t y  o f  h e x o k i n a s e  t o  c a t a l y s e  
t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  D - a l l o s e o r  D ~ a l t r o s e ,  w h i c h  a r e  d i f f e r e n t  
f r o m  D - g l u o o s e  a n d  D -m an n o se  r e s p e c t i v e l y  by  t h e  c h a n g e  i n  
c o n f i g u r a t i o n  a t  0 3 ,  w o u ld  d e t e r m i n e  t h i s  p o i n t .
OHgOH OHgOH
H _ — 0 ^ HH > 1OÏKs i 0 ^
OH HOH OH
(X - D - a l l o s e  (X - D - a l t r o s e
The m e th o d  u s e d  b y  R i o h t m e y e r  a n d  H u d s o n  (1 9 3 5 )  f o r  
t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a l t  r o s e  d o e s  p r o v i d e  some e v i d e n c e  t h a t  ’ 
t h e  c i s  c o n f i g u r a t i o n  i s  r e q u i r e d  a t  0 3 .  T h ey  h y d r o l y s e d  n e o -  
l a c t o s e  t o  g i v e  a l t r o s e  a n d  g a l a c t o s e  an d  t h e n  rem o v e d  t h e  
g a l a c t o s e  b y  f e r m e n t a t i o n  w i t h  b r e w e r s '  y e a s t .  The n o n - r e m o v a l  ,1 
o f  t h e  a l t r o s e  w o u ld  s u g g e s t  t h a t  t h e  s u g a r  i s  n o t  p h o s p h o r y l a t e d . .  
T h i s  v i e w  i s  n o t  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  o f  G o t t s c h a l k  (1950)' '%'' \ 
who i n t i m a t e d  t h a t  t h e  c o n f i g u r a t i o n  a t ,  o r  t h e  s u b s t i t u e n t  
o n  0 3 ,  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  p h o s p h o r y l a t i v e  a c t i v i t y  o f  h e x o -  ;■
k i n a s e .  As V fi ldy  ( 1953)  h a s  sho^m t h a t  3 - 0 - m e t h y l  g l u c o s e  i s. 'i-i
n o t  p h o s p h o r y l a t e d  b y  a  d r y  i c e  y e a s t  p r e p a r a t i o n ,  i t  w o u ld
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a p p e a r  t h a t  s u h s t i t i A o n  o n  h y d r o x y l  g r o u p  i n  t h e  t r a n s  
p o s i t i o n  o n  03 p r e v e n t s  p h o s p h o r y l a t i o n  by h e x o k i n a s e .
As n e i t h e r  D - * g a l a c t o s e ,  i - g a l a c t o s o n e ,  n o r  D- 
g a l a o t o s a m i n e  w as  p h o s p h o r y l a t e d ,  u n d e r  t h e  t e s t  c o n d i t i o n s ,  
i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  h y d r o x y l  g r o u p  a t  04  m u s t  h a v e  t h e  o i s  
c o n f i g u r a t i o n .
CHgOE
H X  OH H X  OH
H OH 
^ - D - g a l a c t o s e
OH OH
^ - D - g a l a o t o s o n e  h y d r a t e
OH
OH OH
m
oc—D - g a l a o  t o  s  am ine
. F u r t h e r  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  c o n f i g u r a t i o n a l  r e q u i r e ­
m e n t  a t  04  i s  g i v e n  by  t h e  f a c t  t h a t  n e i t h e r  t a l o s e ,  n o r  
t a g a t o s e ,  w h ic h  c o r r e s p o n d s  t o  m a n n o s e . a n d  f r u c t o s e  r e s p e c t ­
i v e l y  w i t h  a  c h a n g e  o f  c o n f i g u r a t i o n  a t  0 4 ,  a r e  f e r m e n t e d  by; 
y e a s t *  ( A r m s t r o n g  a n d  A r m s t r o n g ,  1 9 5 4 ) .
208
CHgOH
OHX OH
D“ t a i o s e
OE OH
CHpOIi
H H 
D - t a g a t o s e
S u b s t i t i i i o n  oxi t h e  h y d r o x y l  i n  t h e  o i s  p o s i t i o n  a t  
04  a p p e a r s  t o  p r e v e n t  p h o s p h o r y l a t i o n . a s  m a l t o s e  a n d  l a c t o s e  
a r e  n o t  a f f e c t e d  by  h e x o k i n a s e  ( K n n i t z  an d  M a c D o n a ld ,  1 9 4 6 ) .
The h y d r o x y l  g r o u p  a t  06 i s  t h e  o n l y  g r o u p  w h ic h  
u n d e r g o e s  c h e m i c a l  c h a n g e  i n  t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n  f o r  
when  i t  i s  a b s e n t ,  a s  i n  D - x y l o s e  ( K u n i t z  a n d  M a c D o n a ld ,  1 9 4 6 ) ,  
o r  s u b s t i t u t e d  a s  i n  6 - 0 - m e t h y l  g l u o o s e  ( W i ld y ,  1 9 5 3 ) ,  p h o s ­
p h o r y l a t i o n  d o e s  n o t  t a k e  p l a c e .
OHgOGH
H
OBv OH E  X  OH
D C -D -xy lose 6 - 0 - m e t h y l - D - g l u c o s e
F r u c t o s e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  o n l y  i n  t h e  f u r a n o s e  f o r m  
( G o t t s c i i a l k ,  1 9 4 4 ;  S l e i n ,  C o r i ,  a n d  G o r i ,  1 9 5 0 ) ,  I t  i s  n o t  
known w h e t h e r  t h e  o r  ^  i s o m e r ,  o r  b o t h ,  a r e  a c t i v a t e d  b u t
a s  t h e  m u t a r o t a t i o n  o f  yg - D - f r u c t o p y r a n o s e  c o n s i s t s  m a i n l y  
o f  r é a c t i o n ^ - D - f r u c t o p y r a n o s e ^ y g - D - f r u c t o f u r a n o . s e  (H u d s o n ,  '
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1 9 3 0 ) ,  i t  i s  a s  Slimed t h a t  t h e  ^  i s o m e r  i s  p h o s p h o r y l a t e d .
The n a t u r e  o f  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  h e x o k i n a s e  i s  a l s o  
d e m o n s t r a t e d  by  i n v e s t i g a t i o n s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  f r u c t o s e  
a n a l o g u e s .  Woodward, C r a m e r ,  a n d  H udson  (1 9 5 3 )  r e p o r t e d ^  
t h a t  1 - a m i n o - f r u c t o s e  was m o re  i n h i b i t o r y  t o w a r d s  f r u c t o s e  
f e r m e n t a t i o n  t h a n  t o w a r d s  g l u c o s e  f e r m e n t i o n .  I f  t h e  m e c h a n i s m  
o f  t h i s  i n h i b i t i o n  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  S - d e o x y  g l u o o s e ,  
1 - a m i n o - f r u c t o s e  m u s t  b e  p h o s p h o r y l a t e d  by  h e x o k i n a s e .
OH
OH
OH OH
1 - a m i n o -  o c - D - f r u c t o s e .
As 1 - a m i n o - f r u o t o s 0 h a s  a  f r e e  r e d u c i n g  g r o u p  i t  c a n  
b e  com pa red  w i t h  g l u c o s a m i n e  w h ic h  i s  a l s o  p h o s p h o r y l a t e d  by  
h e x o k i n a s e .  S i m i l a r l y  1 - 0 - m e t h y l  f r u c t o s e  may b e  com pa red  
w i t h  2 - 0 - m e t h y l  g l u c o s e .  The s u b s t i t u t i o n  o f  t h e  h y d r o x y l s  
on  05 o r  06 o f  t h e  f r u c t o s e  m o l e c u l e  p r e v e n t s  p h o s p h o r y l a t i o n  
a s  i n  t h e  c a s e  o f  g l u c o s e ,  f o r  W i ld y  (1 9 5 3 )  h a s  r e p o r t e d  . t h a t  
n e i t h e r  3 - 0 - m e t h y l  f r u c t o s e  n o r  6 - rO-m ethyl  f r u c t o s e  w e re  
p h o s p h o r y l a t e d  by  a  d r y  i c e  y e a s t  p r e p a r a t i o n .  G r i e v e  (1 9 5 4 )  
h a s  r e p o r t e d  t h a t  4 - 0 - m e t h y l  f r u c t o s e ,  a  p y r a n o s e  d e r i v a t i v e  -  
o f  t h e  s u g a r ,  i s  n o t  p h o s p h o r y l a t e d  by  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  
h e x o k i n a s e .
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L - s o r b o s e ,  w b ic h  i s  n o t  p h o s p h o r y l a t e d ,  c a n  be  c o n s i d e r e d  
i n  t h e  p y r a n o s e  fo rm  a s  a  g l u c o s e  a n a l o g u e ^ o r  i n  t h e  f u r a n o s e  
f o rm  a s  a  f r u c t o s e  a n a l o g u e .  The n o n - p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  
p y r a n o s e  f o rm  may b e  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  r e d u c i n g  g r o u p  
a t  06 ( c o r r e s p o n d i n g  t o  01 o f  g l u o o s e ) ,  o r  t o  t h e  p r e s e n c e  
o f  a  r e d u c i n g  g r o u p  a t  03 ( c o r r e s p o n d i n g  t o  05 o f  g l u c o s e ) . 
S i m i l a r l y  t h e  n o n - p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  f u r a n o s e  fo rm  may 
b e  due  t o  t h e . a b s e n c e  o f  a r e d u c i n g  g r o u p  a t  OS, o r  t o  t h e  
p r e s e n c e - 'O f  o ne  a t  0 5 . /  ' '
OHOH
OH
OH
L - s o r b o f u r a n o s eL t-s o r b o p y r a n o s  e
The f i n d i n g s  d i s c u s s e d  a b o v e  g i v e  a n  i n d i c a t i o n  t h a t  
a t  l e a s t  f o u r  g r o u p s  a r e  c o n c e r n e d  i n  t h e  a t t a c h m e n t  o f  s u b ­
s t r a t e s  t o  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e .  'Enzyme-sub s t r a t e  a t t a c h m e n t
‘ ... . . . . .  '  . j. p: :  Vb y  m o re  t h a n  o n e  ,g r o u p  was f i r s t  s u g g e s t e d  by  A r m s t r o n g  ( 1 9 0 4 ) -  V 
i n  t h e  c a s e  o f  g l u c o s i d a s e - g l u c o s i d e  c o m b i n a t i o n .  von  E u l e r  
(1 9 3 5 )  l a t e r  co m p ared  t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  t h e  
i n v e r t e i s e - s u c r o s e  co m p le x  w i t h  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  a f f i n i t y  
c o n s t a n t s  f o r  i n v e r t a s e - f r u o t o s e  a n d  i n v e r t a s e - g l u c o s e ,  an d  
c o n c l u d e d  t h a t  i n v e r t a s e  made c o n t a c t  w i t h  b o t h  m o i e t i e s  o f
.-V  ,  . / > ( . ' .  ' / A
-  811 -  ;
t h e  s u o r d s e  m o l e c u l e .  M o re  r e c e n t l y ,  P ig m a n  ( 1 9 4 4 ) ,  i n  a  
r e v i e w  o f  t h e  g l y c o s i d a s e s ,  c o n s i d e r e d  t h a t  c o m b i n a t i o n  o f  
enzyme an d  s u b s t r a t e  o c c u r r e d  b y  a t t a c h m e n t  a t  m o re  t h a n  o n e  
p o i n t .
T he  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  a p p e a r s  t o  c o n f i r m  t h e  
" m u l t i p l e  a t t a c h m e n t "  t h e o r y  f o r  t h e  c a s e  o f  h e x o k i n a s e .  
H o w e v e r ,  t h e  a s s u m p t i o n  made by  G o t t s c h a l k  (1 9 5 0 )  t h a t  c o n ­
t a c t  b e t w e e n  s u b s t r a t e  a n d  h e x o k i n a s e  i s  made t h r o u g h  t h e  
h y d r o x y l  g r o u p  on  06 a n d  a n o t h e r  h y d r o x y l  g r o u p  h a v i n g  a  o i s  
c o n f i g u r a t i o n  t o  t h e  p r i m a r y  a l c o h o l i c  g r o u p ,  r e q u i r e s  m o d i f i ­
c a t i o n  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t ë d l i e r e ,  f o r  t h e  
s p e c i f i c i t y  i s  g r e a t e r - t h a n  h e  s u g g e s t e d .
I t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  i f  t h e  a d s o r p t i o n  a r e a  o f  t h e  
enzyme m u s t  f i t  t h e  a d s o r p t i o n  a r e a  o f  t h e  s u b s t r a t e ,  a s  
f i r s t  v i s u a l i s e d  b y  P i s c h e r  ( 1 8 9 4 ) ,  t h e n  h e x o k i n a s e  r e q u i r e s  
a  s p e c i f i c  c o n f i g u r a t i o n  o n  e a c h  c a r b o n  a to m ,  e x c e p t  C l ,  
and  08 o f  i t s  s u b s t r a t e s , b e f o r e  a  c o r r e c t  f i t  c a n  b e  m a d e .
The  a t t a c h m e n t  o f  a  compound o t h e r  t h a n  a  s u b s t r a t e ,  
t o  t h e  enzyme a d s o r p t i o n  a r e a  w i l l  i n h i b i t ,  t o  some e x t e n t , 
t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p le x .  As n e i t h e r  
g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  n o r  m a n n o s e - 6 - p h o s p h a t e  i n h i b i t  g l u c o s e  
p h o s p h o r y l a t i o n ^ i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e s e  com pounds  do n o t  
a t t a c h  t h e m s e l v e s  t o  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e . .  T h i s  w o u ld  
i m p l y  t h a t  when h e x o s e  p h o s p h a t e  i s  f o r m e d  f ro m  h e x o s e  o n  t h e
v i  .
— 21. s
enzyme m o l e c u l e  i t  d i s s o c i a t e s  f r o m  t h e •enzyme i m m e d i a t e l y .  
A l t h o u g h  i t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  e n z y m e - s u h s t r a t e  
c o m p l e x e s  do b r e a k  down i n t o  enzyme a n d  p r o d u c t s  v e r y  q u i c k l y ,  
i . e .  t h e  M i o h a e l i s  c o n s t a n t s  a r e  d e t e r m i n e d  f o r  en zy m e -  
s u b s t r a t e  i n t e r a c t i o n  o n l y ,  n o  i n d i c a t i o n  h a s  b e e n  o b t a i n e d  
o f  a n y  g e n e r a l  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  t h e  e n z y n i e - p r o d u c t  d i s ­
s o c i a t i o n  t a k e s  p l a c e .  The  d i s s o c i a t i o n  may o c c u r  a f t e r  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a n  e n z y n i e - p r o d u c t s  c o m p le x  w h i c h  was  f o r m e d  t h r o u g h  
a h  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p le x .  A n o t h e r  t y p e  o f  d i s s o c i a t i o n  
may b e  e n v i s a g e d  f o r  c e r t a i n  r e a c t i o n s ,  h o w e v e r .  The c h a n g e ,  
f o r  e x a m p l e ,  o f  g l u c o s e  i n t o  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  may b e  t h e  
a c t u a l  c a u s e  o f  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  s u g a r  p h o s p h a t e  f r o m  t h e  
a c t i v e  c e n t r e s  o f  t h e  en zy m e .  T h i s  t y p e . o f  d i s s o c i a t i o n  
may o c c u r  i n  enzyme r e a c t i o n s  s i m i l a r  t o ,  a n d  i n c l u d i n g  t h o s e  
c a t a l y s e d  b y  h e x o k i n a s e ,  w h i c h  a r e  v i r t u a l l y  i r r e v e r s i b l e  b y  
r e a s o n  o f  t h e  l a r g e  e n e r g y  c h a n g e  w h ic h  o c c u r s  d u r i n g  t h e  
r e a c t i o n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  i r r e v e r s i b i l i t y  o f  t h e  
r e a c t i o n s  i s  due  t o  t h e  l o w  a f f i n i t i e s  w h ic h  t h e  r e a c t i o n  p r o ­
d u c t s  h a v e  f o r  t h e  enzym e .
A l t h o u g h  t h i s  h y p o t h e s i s  c o u l d  e x ^ ) l a i n  why t h e  n o r r a a l  
s u g a r  p h o s p h a t e s  do  n o t  i n h i b i t  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  i t  w o u ld '  
a p p e a r  t o  c o n t r a d i c t  t h e  e v i d e n c e  w h ic h  h a s  b e e n  o b t a i n e d  
u s i n g  g l u c o s o n e  a s  a  s u b s t r a t e  f o r  t h e  enzym e ,  u n l e s s  t h e  
s l i g h t  c h a n g e s  w h i c h  may b e  m ade  i n  t h e  h e x o k i n a s e  m o l e c u l e  
t o  a c co m m o d a te  t h e  g l u c o s o n e ,  p r e v e n t  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  f o r m e d  
g l u c o s o n e  p h o s p h a t e .
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W hen  S o l s  a n d  G r a n e  (1 9 5 3 )  r e p o r t e d  t h a t  L - s o r b o s e - 1 -  
p h o s p h a t e  i n h i b i t e d  t h e  a c t i v i t y  o f  b r a i n  h e x o k i n a s e ,  t h e y  
c o n s i d e r e d  t h a t  i t  e x e r t e d  i t s  e f f e c t  i n  t h e  p y r a n o s e  f o r m ,  
a s  i n  t h i s  f o r m  i t  i s  s i m i l a r  t o  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e ,  w h ic h  was 
a l s o  r e p o r t e d  t o  b e  i n h i b i t o r y .  . The  a b s e n c e  o f  a n y  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  b y  f r u c t o s e - l - p h o s p h a t e  on  y e a s t  h e x o k i n a s e ,  r e p o r t e d  
i n  t h i s  t h e s i s ,  c a n  s i m i l a r l y  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  a b s e n c e  
o f  i n h i b i t o r y  e f f e c t  b y  m a n n o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( S l e i n ,  O o r i ,  
a n d  O o r i ,  1 9 5 0 ) ,  when t h e  f r u c t o s e  p h o s p h a t e  i s  c o n s i d e r e d  i n  
t h e  p y r a n o s e  f o r m .
f r u o t o s e - l - p h o  s p h a t e
GHgOQ
OH.X OH
H : H
manno s  e - 6 - p h o  s p h a t  e
A l t h o u g h  n o n e  o f  t h e  n a t u r a l  s u g a r  p h o s p h a t e s  w h ic h  
h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  e x e r t  a n y  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  h e x o ­
k i n a s e ,  i t  w o u ld  b e  o f  i n t e r e s t  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  t h e  
6 - p h o s p h a t e s  o f  s u c h  com pounds  a s  1 : 5 - a n h y d r o - D - g l u c i t o l ,
2 - 0 - m e t h y l  g l u c o s e  a n d  3 - 0 - m e t h y l  g l u c o s e ,  i n h i b i t  h e x o k i n a s e  
a c t i v i t y .  An i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  by  a n y  o f  t h e s e  p h o s p h a t e s  
w o u ld  d e m o n s t r a t e  a n  a t t a c h m e n t  t o  t h e  enzyme c e n t r e s ,  w h i c h  
m i g h t  n o t  h a v e  b e e n  a p p a r e n t  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i ­
m e n t s  w i t h  t h e  n p n - p h o s p h o r y l a t e d  co m p o u n d s .
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The i n h i b i t i o n  o f  b r a i n  h e x o k i n a s e  b y  g l u c o s e - 6 -  
p h o s p h a t e '  a n d  L - s o r b o s e - l - p h o s p h a t e  shows t h a t  t h e  s p e c i f i c i t y  . 
o f  t h a t  enzyme i s  r a t h e r  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  t h e  y e a s t  
enzyme;,, b u t  a  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n ,  u s i n g  some o f  t h e  f r u c ­
t o s e  a n d  g l u c o s e  a n a l o g u e s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  i s  r e q u i r e d  b e f o r e  
a n y  r e a l  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  y e a s t  enzyme c a n  b e  m a d e .
I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  h e x o k i n a s e s  i n  y e a s t ,  b a c t e r i a ,  
p l a n t s  a n d  a n i m a l s  a r e  s i m i l a r  i n  some r e s p e c t s ,  f o r  t h e y  
m u s t  p l a y  t h e  same r o l e  i n  a l l  o r g a n i s m s .  The v a r i a t i o n  i n  
t h e  p r o t e i n  s t r u c t u r e  o f  d i f f e r e n t  o r g a n i s m s ,  o r  d i f f e r e n t  
s p e c i e s ,  o r  e v e n  d i f f e r e n t  o r g a n s  i s ,  h o w e v e r ,  a  s u f f i c i e n t  
r e a s o n  f o r  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  o f  h e x o k i n a s e  s p e c i f i c i t y .
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1 ,  , GHMICAL SYNTHESES.
1 . 1 .  I n t e r m e d i a t e  Qompounds.
1 . 1 . 1 .  1 : 2 - 5 : ô - P i - O - i s o P r o p y l i d e n e  D - G l u c o s e .
A n h y d ro u s  D - g l u o o s e  ( 5 0 g . ) ,  was  s h a k e n  w i t h  d r y  a c e t o n e  
( 1 0 0 0 m l . )  c o n t a i n i n g  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  ( 3 0 m l . )  
f o r  1 8  h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e  ( 1 6 . 0 ^ ) .  The r e a c t i o n  
m i x t u r e  was n e u t r a l i s e d  w i t h  a n h y d r o u s  so d iu m  c a r b o n a t e ,  w i t h  
c o o l i n g ,  f i l t e r e d  a n d  e v a p o r a t e d  t o  a  t h i c k  s y r u p .  R e c r y s t a l ­
l i s a t i o n  f r o m  m e t h a n o l  g a v e  1 : 2 - 5 : 6 -dir-Q- i s o n r o n v l i d e n e - P -  
g l u c o s e .  ( 5 8 . 3 g . , 81% ),  m . p . 1 0 9 -1 1 0 ^ ♦
1 . 1 . 2 .  2 : 3 - 4 : S - d i - Q - i s o P r o p v l i d e n e - D - f r u c t o s e .
The p r o d u c t s  o f  s u c r o s e  h y d r o l y s i s  w e r e  c o n d e n s e d  
w i t h  a c e t o n e  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  p h i e  a n d  W o l t e r  (1 9 3 0 )  
u s i n g  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  (4% v / v )  a s  h y d r o l y s i n g  
a g e n t  an d  c a t a l y s t .  A f t e r  n e u t r a l i s a t i o n  w i t h  IO N -so d iu m  
h y d r o x i d e ,  2 : 5 - 4 : 5 - d i - 0 - i s o n r o % ) v l i d e n e - D - f r u c t o s e  w as  o b t a i n e d  
i n  52% y i e l d ,  m . p .  9 5 - 9 6 ^  a f t e r  r e c r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  25% 
e t h a n o l .
1 . 1 . 3 .  1 : 2 - 0 - i s o P r o 'D v l i d e n e - D - G l u o o s e .
( a )  D i - O - l s o p r o p y l i d e n e - D - g l u o o s e  ( I 9 0 g , . )  w as  h y d r o l y s e d
a f t e r  t h e  m e th o d  o f  M e y e r  a n d  R e i o h s t e i n  (1 9 4 6 )  t o  g i v e
1 - S - O - i ^ p r o p y l i d e n e - D - g l u c o s e  { I 2 8 . 4 g . , 79%) , m . p . 1 5 7 - 1 5 9 ^ ,  
a f t e r  r e c r y s t a l l i s a t i o n  f r o i a  e t h y l  a c e t a t e .
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1 . 1 . 3 .
(b )  D - g l u c o s e  w as  a c e t o n a t e d  a f t e r  t h e  m e th o d  o f
M e h l t r e t t e r  e t  a d  ( 1 9 5 1 ) .
C o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  ( 8 0 m l . )  w as  a d d e d  t o  
a  s t i r r e d  s u s p e n s i o n  o f  a n h y d r o u s  D - g l u o o s e  ( lO O g . )  i n  d r y  
a c e t o n e  ( 2 0 0 0 m l . )  a t  1 5 ^ ,  o v e r  a  p e r i o d  o f  10 m i n u t e s ,  c a r e  
b e i n g  t a k e n  t h a t  t h e .  t e m p e r a t u r e  d i d  n o t  r i s e  a b o v e  25"^.
A f t e r  4 h o u r s  s t i r r i n g  a t  2 0 - 2 5 ^  t h e  u n d i s s o l v e d  D - g l u o o s e  
( 8 g . )  w as  f i l t e r e d  o f f  a n d  w a s h e d .  T h e  co m b in e d  f i l t r a t e  
a n d  w a s h i n g s  w e r e  n e u t r a l i s e d  w i t h  50% s o d iu m  h y d r o x i d e  ( 2 4 0 m l . )  
w i t h  c o o l i n g  a n d  c o n t i n u o u s  s t i r r i n g ,  s o  t h a t  t h e  t e m p e r a t u r e  
w as  k e p t  b e l o w  4 0 ^ .  T he  s o d iu m  s u l p h a t e  was a l l o w e d ,  t o  s e t t l e  
o u t  o v e r n i g h t ,  f i l t e r e d  o f f  a n d  a c e t o n e  w a s h e d .  The  a c e t o n e  
w as  re m o v e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e ,  w a t e r  ( 5 0 0 m l . )  a d d e d  an d  
t h e  d i s t i l l a t i o n  c o n t i n u e d .  A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  a c e t o n e ,  
c o n c e n t r a t e d  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( I 2 m l . )  was a d d e d  t o  pH 2 . 0 .
The  m i x t u r e  was s t i r r e d  a t  40^  f o r  4  h o u r s ,  c o o l e d  a n d  t h e  
a c i d  rem o v ed  b y  t r e a t m e n t  w i t h  i o n  e x c h a n g e  r e s i n  I . R .  4B.
The r e s u l t i n g ,  l i q u o r  was  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  
g i v e  a  f a i n t l y  y e l l o w  s y r u p  f r o m  w h ic h  I f 2 - 0 - i s o p r o p y l i d e n e -  
D - g l u c o s e  ( 3 7 . O g . ,  30%) w as  o b t a i n e d ,  m . p . 1 5 9 - 1 6 0 ^ ,  a f t e r  
r e c r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  e t h y l  a c e t a t e .
1 . 1 . 4 .  1 : 2 - 0 - i 8 o P r o D v l i d e n e - 3 : 5 - 0 - B e n z v l i d e n e - D - C l u o o s e .
l : 2 - . 0 - i s o p r o p y l i d e n e - D - g l u o o s e  ( l O g . )  m i x e d  w i t h  
p h o s p h o r o u s  p e n t o x i d e  ( 8 g . )  w as  t r e a t e d  i n  t h e  c o l d  w i t h
b e n z a l d e h y d e  ( 2 4 m l . ) ,  a f t e r  t h e  m e th o d  o f  Z e r v a s  a n d  S e s s l e r
( 1 9 3 3 ) .  R e o r y s t a l l i s a t i o n  o f  t h e  'c ru d e  p r o d u c t  f r o m  e t h a n o l
g a v e  1 : 2-O - i s o p r o p y l i d e n e - 3 : 5 - O - h e h z y l i d e n 0 - D - g l u o o s ©  ( 8 . 0 g .
o *54%),, m ^p .  1 4 6 . 5 - 1 4 7 . 5  .  A m ix e d  m . p .  w i t h  a n , a u t h e n t i c  
s p e c i m e n  o f  t h e  compound ( m . p . l 4 8 ^ )  g a v e  m . p . 1 4 6 . 5 - 1 4 7 - 5 ^ .
1 . 1 . 5 .  P  e n t  a - 0  -Ac e t  y l-oC -D -G luco  s  e .
D - G l u c o s e  w as  a c e t y l a t e d  w i t h  a c e t i c  a n h y d r i d e ,  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  a n h y d r o u s  s o d iu m  a c e t a t e  h y  t h e  m e th o d  o f  
K r a h l  a n d  O o r i  ( 1 9 4 9 ) .  P e n t a - D - a o e t y l  - K - D - g l u c o s e  was 
o b t a i n e d  a s  a  w h i t e  c r y s t a l l i n e  m a t e r i a l  m . p . 1 2 9 - 1 3 1 ^ ,  i n  
6 5% y i e l d .
1 . 1 . 6 .  T e t r a - Q - A c e t y l - c < - D - G l u o o n v r a n o s v l  B r o m i d e .
( a )  P e n t a - ^ - à o e t y l - o 4 * D - g l u o o s e  w as  t r e a t e d  w i t h  h y d r o -  
b r o m i c  a c i d  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  b y  t h e  m e th o d  o f
ftF r e u d e n b e r g ,  N oe ,  a n d  K n o p f  ( 1 9 2 7 ) ,  a n d  t e t r a - O - a o e t y l - K -  
D - g l u c o p y r a n o s y l - b r o m i d e  o b t a i n e d  i n  60% y i e l d  m . p . 8 0 - 8 3 ° ,  
A f t e r  r e o r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  e t h e r  m . p . 8 7 - 8 8 ° .
(b )  T e t r a - 0 - a c e t y l - o < c * D - g l u c o p y r a n o s y l  b r o m i d e  was  p r e p a r e d  
d i r e c t l y  f r o m  D - g l u o o s e  b y  t h e  m e th o d  o f  B a r c z a i - M a r t o s  a n d  
K o r o s y  (1 9 5 0 )  m . p . 8 5 - 8 6 °  i n  85% y i e l d .  D ry  p o w d e r e d  g l u c o s e  
was a d d e d  t o  a c e t i c  a n h y d r i d e  c o n t a i n i n g  0 .5%  p e r c h l o r i c
a c i d  o v e r  a  p e r i o d  o f  30 m i n u t e s  a t  3 0 - 4 0 ^ .  P o w d e r e d  r e d  
p h o s p h o r u s  was a d d e d ,  t h e  m i x t u r e  c o o l e d ,  a n d  b r o m i n e  a d d e d
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d r o p w i s e  o v e r  90 m i n u t e s .  A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  
s t o i c h i o m e t r i c  am o u n t  o f  w a t e r  t h e  m i x t u r e  w as  a l l o w e d  t o  
r e m a i n  a t  room  t e m p e r a t u r e  f o r  3 h o u r s  a n d  t h e  p r o d u c t  
i s o l a t e d  i n  t h e  u s u a l  m a n n e r .
T e t r a - £ - a o e t y l - ! f  <7C - D - g l u c o p y r a n o s y l  b r o m i d e  was 
f o u n d  t o  b e  v e r y  u n s t a b l e  u n l e s s  a l l  t r a c e s  o f  a c i d  w e re  
re m o v e d  f r o m  t h e  p r o d u c t .  I t  i s  s t a b l e  f o r  m o n th s  i f  k e p t  
o v e r  c a l c i u m  c h l o r i d e , p h o s p h o r u s , p e n t o x i d e  o r  so d iu m  
h y d r o x i d e  p e l l e t s .  A c c o r d i n g  t o  I s b e l l  a n d  F r u s h  (1 9 5 0 )  
t h e  a d d i t i o n  o f  1% o f  c a l c i u m  c a r b o n a t e  o r  b a r i u m  c a r b o n a t e  
t o  a o e t o b r o m o - s u g a r s  p r e v e n t s  d e c o m p o s i t i o n  when  t h e  m i x t u r e  
i s  k e p t  i n  s e a l e d  t u b e s .
1 . 1 * 7 .  T e t r a - 0 - A c e t y l ^ t a < ^ - D - M a n n o p y r a n o s y l  B r o m i d e .
D -m an n o se  w as  a c e t y l a t e d  a n d  b n o m i n a t e d  b y  t h e  m e th o d  • 
o f  B a r c z a i - M a r t o s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( l . i > . 6 . ( b ) .  The 
t e t r a - O - a c e t y l - o c - D - m a n n o p y r a n o s y l - b r o m i d e ,  o b t a i n e d  a s  a  
s y r u p  i n  84% y i e l d ,  c o u l d  n o t  b e  c r y s t a l l i s e d .
1 . 1 . 8 .  D - G l u c o s e  P h e n y l o s a z o n e .
D - g l u o o s e  ( 5 0 g . )  a d d e d  t o  f r e s h l y  d i s t i l l e d  p - . t o l u i d i n e  
( 3 5 m l . )  i n  0 . 5 N - a c e t i c  a c i d  ( 1 0 0 m l . ) was  h e a t e d  a t  1 0 0 ^  u n t i l  
s o l u t i o n  w as  c o m p l e t e .  A h o t  s o l u t i o n  o f  f r e s h l y  d i s t i l l e d  
p h e n y l h y d r a z i n e  ( 9 6 m l . )  i n  2 N - a o e t i c  a c i d  ( 7 0 0 m l . )  was a d d e d  
w i t h  s t i r r i n g ,  a n d  t h e  p h e n y l o s a z o n e  s e p a r a t e d  o u t  i n  5 
m i n u t e s .  The  m i x t u r e  was h e a t e d  f o r  a  f u r t h e r  30 m i n u t e s ,  
c o o l e d  a n d  f i l t e r e d .  The p r o d u c t  w as  w a s h e d  w i t h  2 N - a c e t i o
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a c i d  ( t w i c e )  , w a t e r  ( t w i c e )  a n d  e t h a n o l / e t h e r ,  a n d  d r i e d  i n  
a  d e s i c c a t o r ,  i n  t h e  d a r k .  D - g l n c d s e  p h e n y l o s a z o n e  ( 3 3 . 5 g . ,
7 0 % ) ,  m . p . 2 0 6 °  ( d e c o m p . )  w as  o b t a i n e d  a s  y e l l o w  c r y s t a l s  ; . 
w h i c h  on  r e o r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  e t h a n o l  g a v e  m . p . 2 0 7 . 5 ^ ( d e c o m p . ) . "
1 . 1 . 9 .  L - G l u o o s e  P h e n y l o s a z o n e .
A s o l u t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  o f  L - g l u c o s e  a n d  L -m a n n o s e  
( 8 g . )  i n  w a t e r  ( 1 0 0 m l . ) ,  o b t a i n e d  t h r o u g h  t h e  n i t r o a l c o h o l  1
f r o m  L - a r a b i n o s e ,  b y  t h e  m e th o d  o f  Bowden a n d  F i s c h e r  ( 1 9 4 7 ) ,
w as  warmed on  t h e  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  A h o t  s o l u t i o n  o f
p h e n y l h y d r a z i n e  ( 1 2 m l . )  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 8 m l . )  was  f
a d d e d ,  t o g e t h e r  w i t h  s o d iu m  a c e t a t e  ( 2 g . )  a n d  t h e  m i x t u r e  /
• ■ f
h e a t e d  f o r  90 m i n u t e s .  T h e  m i x t u r e  was  c o o l e d  a n d  f i l t e r e d ,  
a n d  t h e  r e s i d u e  w a s h e d  w i t h  2 N - a c e t i c  a c i d ,  w a t e r ,  a n d  e t h a n o l ,  
g i v i n g  d a r k  y e l l o w  c r y s t a l s  ( 5 . I g . ) .  A f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  ; 
c h a r c o a l  a n d  r e o r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  a b s o l u t e  e t h a n o l  L - g l u c o s e  
p h e n y l o s a z o n e  ( 4 . 7 g . , 31%) m . p .  2 0 4 - 2 0 5 °  ( d eo o m p . )  was o b t a i n e d . -  0  
M ix e d  m . p .  w i t h  D - g l u o o s e  p h e n y l o s a z o n e  ( m . p .  2 0 8 ° )  g a v e  ,
m . p . 1 9 1 - 1 9 3 ° . ■m
1 . 1 . 1 0 .  D - G l u c o s e - 6 - P h o s p h a t e  P h e n y l o s a z o n e .
The b a r i u m . w a s  p r e c i p i t a t e d  f ro m  b a r i u m - D - g l u c o s e -  
6 - p h o s p h a t e  ( 2 g . )  i n  w a t e r  ( l O m l . )  b y  a d d i t i o n  o f  d i l u t e  
s u l p h u r i c  a c i d .  A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  b a r i u m  s u l p h a t e ,  
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 1 . 5 m l . )  w as  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  o f  
D - g l u c o s e - 6 - p h o s p h o r i c  a c i d ,  a n d  t h e  m i x t u r e  h e a t e d  on  t h e
%
f
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b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  A h o t  s o l u t i o n  o f  p h e n y l  h y d r a z i n e  
( 3 m l . )  i n  E N - a o e t i c  a c i d  ( l O m l . )  w as  a d d e d ,  w i t h  s t i r r i n g .
The p h e n y l o s a z o n e  s e p a r a t e d  o u t  i n  3 m i n u t e s  a s  a n  o r a n g e  , -
c o l o u r e d  p r e c i p i t a t e .  The m i x t u r e  was h e a t e d  f o r  t h e  f u r t h e r  
15  m in u t e s . ,  c o o l e d  a n d  f i l t e r e d .  The. p r e c i p i t a t e  was w a s h e d  */ 4;
w i t h  S N - a e e t i c  a c i d ,  w a t e r ,  a n d  e t h a n o l  -  e t h e r  ( 2 : 3 ) .  A f t e r  ; 
d r y i n g  i n  a  d e s i c c a t o r  t h e  a m o rp h o u s  o r a n g e - p o w d e r  o f  t h e  
p h e n y l o s a z o n e  o f  D ^ g l u c o s e - 6 - p h o s p h o r i c  a c i d  g a v e  m . p . 1 4 2 - 1 4 6 °
( d e o o m p . ) .  A t t e m p t s  t o  r e c r y s t a l l i s e  t h e  m a t e r i a l  f r o m  
a l c o h o l  w e r e  u n s u c c e s s f u l ,
1 . 1 . 1 1 .  D - G a l a c t o s e  P h e n y l o s a z o n e .
The o s a z o n e  was  p r e p a r e d  f ro m  D - g a l a c t o s e  b y  a  p r o -  ; .
c e d u r e  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
D - g l u o o s e  p h e n y l o s a z o n e  ( 1 . 1 . 8 . )  . The p r o d u c t ,  f e c r y s t a l l i s e d  .
f r o m  a b s o l u t e  a l c o h o l ,  g a y e .  D - g a l a c t o s e  p h e n y l o s a z o n e  i n  67% > . . §
y i e l d ,  m . p .  1 8 4 - 1 8 6 ° .  ^4
- ■ -
1 . 1 . 1 2 .  D im h e n y l  P h o s p h o r y l  C h l o r i d e .  ; 
C r y s t a l l i n e ,  p h e n o l  ( 5 0 g .  ) was m ix e d  w i t h  p h o s p h o r u s ^
o x y o la lo r . i d e  {5 0 g . ) , a n d  h e a t e d  u n d e r  r e f l u x  f o r  5 ^  h o u r s  
t o  a  t e m p e r a t u r e  o f  1 8 0 ^ ,  a f t e r  t h e  m e th o d  o f  B r i g l  an d  
I f u l l e r  ( 1 9 3 9 ) .  T he  h e a t i n g  w as  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  
45 m i n u t e s  t o  a  t e m p e r a t u r e  o f  2 6 0 ° .  F r a c t i o n a l  d i s t i l l a ­
t i o n  g a v e  ( i )  p h e n y l  p h o s p h o r y l  d i c h l o r i d e  ( l O g . , b . p . 1 3 0 -  
1 5 4 ° ,  0 .3 m m . ) ,  ( i i )  d i p h e n y l  p h o s p h o r y l  c h l o r i d e  ( 3 5 g . , 
b  . p . 1 5 4 - 1 6  5b  ^  0 .3mm. ) a n d  ( i i i . )  t r i p h e n y l  p h o  s p h a t ,  e ( 20 g . ,
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b . p . l 6 5 - 1 7 5 ° , O.Sm ia .) .  The t r i p h e n y l  p h o s p h a t e  c r y s t a l l i s e d  
o u t  on  s t a n d i n g .
D i p h e n y l  p h o s p h o r y l  c h l o r i d e  was o b t a i n e d  a s  a  
c o l o u r l e s s  l i q u i d ,  w i t h  a  c h a r a c t e r i s t i c  p u n g e n t  o d o u r .
I t  was s t o r e d  i n  a  s t o p p e r e d  f l a s k ,  p r o t e c t e d  f r o m  s u n l i g h t ,  
a t  room t e m p e r a t u r e .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  i t  r e t a i n e d  i t s  
p h o s p h o r y l a t i v e  p o w e r  f o r  3 y e a r s .
1 . 1 . 1 3 .  S i l v e r  D i p h e n y l  P h o s p h o r y l  C h l o r i d e .
D i p h e n y l  p h o s p h o r y l  c h l o r i d e  ( 7 . 5 g . )  w as  h e a t e d  w i t h  
2 . 5 N - s o d i u m  h y d r o x i d e  ( 2 0 m l . )  a n d  s i l v e r  d i p h e n y l  p h o s p h o r y l  
c h l o r i d e  p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i n g  10% s i l v e r  n i t r a t e  ( 8 5 m l . ) ,  
a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  P o s t e r n a k  ( 1 9 4 9 ) .  The  p r o d u c t  
( 9 . 1 g . ,  96%) was  r e c r y s t a l l i s e d  f ro m  w a t e r  i n  f i n e  w h i t e  
n e e d l e s .
1 . 1 . 1 4 .  T r i - Q - i s o P r o n y l i d e n e - D - G - l u o o s o n e  H y d r a t e .
T he  compound w as  p r e p a r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  Pews t e r  
( 1 9 5 3 ) .  F r u c t o s e  ( 9 0 g . ) w as  d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l  ( 2 0 0 0 m l . )  
a n d  h e a t e d  on  t h e  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  When t h e  s o l u t i o n  h a d  
r e a c h e d  b o i l i n g  p o i n t  c d p r i c  a c e t a t e  ( 4 0 0 g . )  w as  a d d e d  
c a u t i o u s l y ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w as  r e f l u x e d  f o r  15  m i n u t e s .
The  p r e c i p i t a t e  o f  c u p r o u s  o x i d e  was f i l t e r e d  o f f  a n d  w a s h e d  
w i t h  m e t h a n o l ,  a n d  c o p p e r  p r e c i p i t a t e d  f ro m  t h e  f i l t r a t e  
a n d  w a s h i n g s  w i t h  h y d r o g e n  s u l p h i d e .  A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  
c o p p e r  s u l p h i d e  t h e  m e t h a n o l i 6? e x t r a c t  w as  d i s t i l l e d
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u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  g i v e  a. t h i c k ,  l i g h t  b ro w n  s y r u p  
( 8 8 g . ) . The s y r u p  w as  d i s s o l v e d  i n  a c e t o n e  ( 2 0 0 0 m l . ) ,  t o  
w h ic h  h a d  b e e n - a d d e d  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d ,  ( 6 2 m l . ) ,  
a n d  t h e  m i x t u r e  w as  s h a k e n  f o r  1 8  h o u r s .  T he  s o l u t i o n  was 
n e u t r a l i s e d ,  w i t h  e o o l i n g ,  w i t h  s o l i d  s o d iu m  c a r b o n a t e ,  a n d  
a f t e r  f i l t r a t i o n  w as  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  
a  b rovm  s e m i - c r y s t a l l i n e  s y r u p .  T he  s y r u p  was e x t r a c t e d  
w i t h  h o t  w a t e r  ( t h r i c e )  t o  -remove 1 s o p r . o p y l i d e n e  d e r i v a t i v e s  
o f  f r u c t o s e ,  d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l ,  a n d  w a t e r  a d d e d  t o  
i n c i p i e n t  c l o u d i n e s s *  C r y s t a l s  o f  t r i - Q - i s o n r o p y l i d e n e  
D - g l u c o s o n e  h y d r a t e  ( 4 . 4 g . ,  2.8%) m . p . 1 2 0 - 1 2 1 °  w e r e  o b t a i n e d ,  
w h i c h  o n  r e c r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  m e t h a n o l  g a v e  m ^ p . 1 2 3 - 1 2 4 ° .
A m ix e d  m . p .  w i t h  a n  a u t h e n t i c  s p e c i m e n  o f  t h e  t r i - i s o -  
p r o p y l l d e n e  d e r i v a t i v e  ( m . p . 1 2 5 b )  g a v e  m . p . 1 2 3 - 1 2 4 0 .
1 . 1 . 1 5 .  D i - G - i s o P r o - p y l i d e n e - D - G l t i o o s o n e  h y d r a t e .
T he  t r i - i s o p r o p y l i d e n e  d e r i v a t i v e  o f  D - g l u c o s o n e  
( 2 . 5 g . )  w as  d i s s o l v e d  i n  85% a c e t i c  a c i d  ( 5 0 m l . ) ,  a n d  t h e  
m i x t u r e  m a i n t a i n e d  a t  5Qb d u r i n g  8-| h o u r s ,  a n d  a t  Qb f o r  
1 8  h o u r s .  The  m i x t u r e  w as  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  
a t  4 0 °  t o  a  p a l e  y e l l o w  s y r u p .  R e s i d u a l  a c e t i c  a c i d  was 
rem o v e d  by  b o d l s t i l l a t i o n  w i t h  t o l u e n e  w i t h  r e d u c e d  p r e s s u r e .
A p a l e  y e l l o w  s y r u p  o f  d i -O -r i s o p r o p y l i d e n e - D - g l u c o s o n e  h y d r a t e  
( 1 . 9 g . ,  80%) , was o b t a i n e d .
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1 . 1 . 1 6 .  D i - O- a o e t y l - d i - Q - i s Q P r o p y l i d e n e - D - G l u o o so r te  H y d r a t e .
D i - Q - l s o ' o r o p y l id e n e - D - g lu o Q S O . T x e  h y d r a t e  ( l * 9 g . ) , ,  was  
d i s s o l v e d  i n  a c e t i c  a n h y d r i d e  ( 2 0 m l .  ) and .  w arm ed a t  7 0 °  f o r  
5^  h o u r s  w i t h  a n h y d r o u s ,  s o d iu m  a c e t a t e  ( 0 . 5 g . ) .  A f e w  
c r y s t a l s  o f  i c e  w e r e  a d d e d  t o  t h e  c o o l e d  m i x t u r e  w h ich ,  a f t e r  
30 m i n u t e s ,  w as  p o u r e d  i n t o  i c e  w a t e r  ( 1 0 0 m l . ) .  A f t e r  a d d i n g
s o l i d  so d iu m  c a r b o n a t e  t o  p H . 6 ‘ t h e  m i x t u r e  was e x t r a c t e d  
w i t h  c h l o r o f o r m .  T he  d r i e d  c h l o r o f o r m  e x t r a c t  (Mg.SO^) 
was  e v a p o r a t e d  t o  a  s y r u p  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a n d  o o d i s -  
s t i l l e d  w i t h  t o l u e n e  t o  r e m o v e  t r a c e s  o f  a c e t i c  a c i d .  The  
s y r u p  was c r y s t a l l i s e d  f r o m  m e t h a n o l - w a t e r  g i v i n g  d i - O - a c e t y l ^ -  
d i - O - ^ i s o p r o p y l i d e n e - D - ^ l u c Q s o n e  h y d r a t e  ( l . 8 2 g .  77%) , m . p .  
6 9 - 7 0 ° ,  ~ + 1 6 . 0 °  ( c ,  2 . 0  i n  e t h a n o l )  .
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1.2. Sugars.
1 . 2 . 1 .  2 - D e b x y -D - G l u o o  s e .
T r i a c e t y l - D - g l u c a l  w as  p r e p a r e d  f r o m  t e t r a - ^ - a o e t y l -  
o C - D - g l u o o 'p y r a n o s y l  b r o m i d e  b y  a n  a d a p t a t i o n  o f  t h e  m e th o d  
o f  F i s o b e r  ( 1 9 1 4 )  a n d  d e a c e t y l a t e d  w i t h  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  
a  t r a c e  o f  s o d iu m  ( O y e r e n d ,  S t a c e y ,  a n d  S t a n e k ,  1 9 4 9 ) .  
G r y s t a l l j n e  2 - d e o x y - D - g l u c b s e  w as  o b t a i n e d  a f t e r  t r e a t m e n t  
o f  t h e  D - g l u o a l  s y r u p  w i t h  d i l u t e  s u l p h u r i c  a c i d  (B e rg m a n n ,  
S o h o t t e ,  a n d  L e o h i n s k y ,  1 9 2 2 ) .
C r a m e r  ( 1 9 5 2 )  p r e p a r e d  t h e  d e o x y  s u g a r  by  t h i s  same 
g e n e r a l  m e t h o d ,  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  b y  
O v e r e n d  e t  a l  ( 1 9 4 9 ) i
Z i n c  d u s t  ( l O O g . ) , 50% s o d iu m  a c e t a t e  s o l u t i o n  
( 2 0 0 m l . )  an d  6 0 % .c o p p e r  s u l p h a t e  s o l u t i o n  ( 2 0 m l . )  w e r e  m i x e d  
w i t h  c o o l i n g .  G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 2 5 0 m l . )  w as  a d d e d  a n d  
t h e  m i x t u r e  c o o l e d  t o  2 - 4 ° .  A s o l u t i o n  o f  t e t r a - O - a c e t y l -  
« - D - g l u  c op y r a n o  s y 1 b r o m i d e  ( 5 0 g . )  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  
( 2 5 Q m l . ) w as  a d d e d ,  w i t h  c o o l i n g ,  o v e r  a  p e r i o d  o f  90 m i n u t e s .  
A f t e r  f i l t e r i n g  o f f  t h e  z i n c  i n  a  c h a r c o a l  c o v e r e d  f i l t e r ,  
w a t e r  ( 3 0 0 m l . )  w as  a d d e d  t o  t h e  f i l t r a t e .  C a r e  was  t a k e n  
t h a t  t h e  z i n c  d i d  n o t  d r y  c o m p l e t e l y ,  a s  i t  i s  p y r o g e h i c  
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  The b e n z e n e  e x t r a c t s  ( 1 5 0 m l . , t h r i c e )  
o f  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n  w e r e  w a s h e d  w i t h  w a t e r  ( t w i c e ) .
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s o d iu m  h y d r o g e n  c a r b o n a t e  s o l u t i o n  ( t w i c e )  a n d  w a t e r ,  a n d  
f i n a l l y  d r i e d  ( N a g S O ^ ) . B e n z e n e  was re m o v e d  u n d e r  r e d u c e d  
p r e s s u r e ,  f i n a l  t r a c e s  b e i n g  r e m o v e d  b y  c o d i s t i l l a t i o n  w i t h  
e t h a n o l  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e .  ‘ T r i a o e t y i - D - g l u c a l  ( 2 8 . O g . , 
85%) w as  o b t a i n e d  a s  a  c l e a r  w h i t e  s y r u p  w h ic h  c r y s t a l l i s e d  
s p o n t a n e o u s l y  a f t e r  r e m o v e a l  o f  a l l  t r a c e s  o f  a l c o h o l ,  
m . p .  4 9 . 9 - 5 1 . 0 ° .  |  = - 1 2 . 8 ° . ,  o , (  2 . 0  i n  a l c o h o l ) .
A t t e m p t s  a t  f u r t h e r  r e o r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  a l c o h o l ,  o r  e t h e r /  
p e t .  e t h e r  w e r e  u n s u c c e s s f u l .
T r i a o e t y l  g l u c a l  ( 2 5 g . ) d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l
( 1 0 0 m l . )  w as  h e a t e d  t o  b o i l i n g  o n  a  w a t e r  b a t h ,  a n d  made
/
a l k a l i n e  t o  p h e n o l p h t h a l e i n  w i t h  0 . I N - s o d i u m  m e t h y l a t e  
( ? m l . )  o v e r  .a p e r i o d  o f  25 m i n u t e s .  A f t e r  c o o l i n g  q u i c k l y  
t o  - 1 0 ° ,  t h e  m e t h a n o l  was. r e m o v e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  
a n d  g l u c a l  ( 1 2 . O g . , 89%) w as  o b t a i n e d  a s  a  c l e a r  c o l o u r l e s s  
s y r u p .  U n s u c c e s s f u l  a t t e m p t s  w e r e  made t o  c r y s t a l l i s e  t h e  
p r o d u c t : f r o m  e t h y l  a c e t a t e .
G l u c a l  s y r u p  ( 1 0 . O g . ) was t a k e n  up  i n  w a t e r  ( 1 0 0 m l . )  
c o n t a i n i n g  7 . 5 N - s u l p h u r i c  a c i d  ( 2 m l . )  a n d  l e f t  a t  room  t e m -  
. p e r a t u r e  d u r i n g  1 8  h o u r s .  S o l i d  b a r i u m  c a r b o n a t e  an d  
a q u e o u s  b a r i u m  h y d r o x i d e  w e r e  a d d e d  t o  n e u t r a l i t y ,  t h e  
m i x t u r e  h e a t e d  t o  4 0 °  a n d  s h a k e n  f o r  a n  h o u r .  > C h a r c o a l  ( 2 g . )  
w as  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  f i l t e r e d .  The c l e a r  f i l t r a t e  w as  
e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  g i v e  a  c l e a r  c o l o u r l e s s  
s y r u p  ( 7 . 5 g . )  The s y r u p  w as  d i s s o l v e d  i n  d r y  i s p p r o p y l /
:
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a l c o h o l  ( 5 0 m l . ) ,  w h i c h  w a s * r e m o v e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e ,  
t h i s  p r o c e d u r e  b e i n g  r e p e a t e d  t v f i c e .  On a l l o w i n g  t h e  d r y  
s y r u p  ( 7 . 0 g .  )i* d i s s o l v e d  i n  d r y  i s o n r o u v l  a l c o h o l  ( 5 0 m l . ) , 
t o  s t a n d  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  s m a l l ,  w h i t e  c r y s t a l s  o f
2 - d e o x y - D - g l u o o s e  ( 5 . 7 g . , 55%) w e r e  o b t a i n e d .  R e o r y s t a l l i s a ­
t i o n  f r o m  i s o p r o p y l  a l c o h o l  g a v e  m . p .  1 4 4 - 1 4 5 ° ,  =
+ 5 8 . 4 —> + 4 4 . 8  i n  40 m i n u t e s  ( o ,  1 . 0  i n  v f a t e r )  . ~
+ 1 6 . 0 —> + 8 7 . 6  i n  22 h o u r s  ( c ,  1 . 0  i n  p y r i d i n e ) . The <x. m e t h y l  
p h e n y l h y d r a z o n e  o f  2 - d e o x y - D - g l u o o s e ,  o b t a i n e d  i n  p u r e  w h i t e  
n e e d l e s  g a v e  m . p . 1 5 4 - 1 5 6 ^  o n  r e o r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  90% 
e t h a n o l .
1 . 2 . 2 .  1 : 5 - A n h y d r o - D - G l u c i t o l .
T h e  compound was p r e p a r e d  a f t e r  t h e  m e th o d  o f  
N e s s ,  F l e t c h e r ,  a n d  H u d s o n  ( 1 9 5 0 ) .
A s o l u t i o n  o f  t e t r a - O - a c e t y l - D - g l u c o p y r a n o s y l  b r o m i d e  
( l O g . )  i n  d i e t h y l  e t h e r  ( 2 0 0 m l . )  was a d d e d  d r o p v d s e ,  w i t h  
s t i r r i n g ,  t o  a  s u s p e n s i o n  o f  l i t h i u m  a l u m i n i u m  h y d r i d e  ( l O g . ) 
i n  d i e t h y l  e t h e r  ( 2 0 0 m l . ) .  T h e  t e m p e r a t u r e  w as  k e p t  a t  
3 0 - 3 5 °  d u r i n g  t h e  50 m i n u t e  a d d i t i o n  p e r i o d .  W a t e r  ( 1 7 5 m l . ) 
was c a u t i o u s l y  a d d e d  t o  t h e  m i x t u r e ,  w h i c h  w as  f i l t e r e d  t o  
re m o v e  a l u m i n i u m  h y d r o x i d e .  T h e  w a s h e d  p r e c i p i t a t e  a n d  t h e  
e t h e r  l a y e r  w e r e  d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n  d e i o n i s e d  
b y  p a s s a g e  t h r o u g h  t h e  i o n  e x c h a n g e r s ,  A m b e r l i t e  I . R .  120 a n d  
A m b e r l i t e  I . R . ;  4B .  T h e  d e i o n i s e d  e x t r a c t  w as  e v a p o r a t e d  
u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  4 0 - 6 0 °  t o  g i v e  a  p a l e  y e l l o w
-  2 3 1  -
c r y s t a l l i n e  m a s s  ( 3 . 0 g . ,  76% ).  R e o r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  
a b s o l u t e  a l c o h o l  g a v e  l : 5 - a n h y d r o - D - g l u o i t o i  ( 2 . 5 g . )  i n  
s m a l l  w h i t e  c r y s t a l s  m . p . l 3 9 - 1 4 i ° ,  ~ + 4 2 . 0  ( o ,  1 . 0
i n  w a t e r ) .
1 . 2 . 3 .  1 : 5 - A n h y d r o - M a n n i  t o l .
T he  s u b s t a n c e  w a s . p r e p a r e d  f r o m  t e t r a - ^ O - a c e t y l - D -  
m a n n o p y r a n o s .y l  b r o m i d e  b y  a  m e th o d  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  
i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  1 : 5 - a n h y d r o - g l u c i t o l .
1 : 5 - a n h y d r o - D - m a n n i t o l  was o b t a i n e d  i n  p o o r  y i e l d  
(19%) a s  s m a l l  w h i t e  c r y s t a l s  m . p . 1 5 5 - 1 5 5 ° ,
- 4 8 . 8  ( c ,  1 . 0  i n  w a t e r )  .
1 . 2 . 4 .  D - G l u c o s o n e .
D - G l u c o s e  p h e n y l o s a z o n e  ( l O g . )  w as  t r i t u r a t e d  w i t h  
96% e t h a n o l  {3 0 0 m l . )  a n d  p o u r e d  i n t o  a  2 - l i t r e  t h r e e - n e c k e d  
f l a s k  f i t t e d  w i t h  a  d r o p p i n g  f u n n e l ,  s t i r r e r ,  a n d  c o n d e n s e r .  
G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 6 m l . ) , b e n z a l d e h y d e  ( 1 6 m l . ) ,  a n d  d i s ­
t i l l e d  w a t e r  ( 5 0 0 m l . )  w e r e  a d d e d .  A f t e r  r e f l u x i n g  f o r  2 t  
h o u r s  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g  t h e  s o l u t i o n  b ecam e  c l e a r ;  
r e f l u x i n g  was c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  2 h o u r s ,  d u r i n g  w h i c h  
b e n z y l i d e n e  p h e n y l h y d r a z o n e  s e p a r a t e d  o u t .  W i th  t h e  c o n d e n s e r  
r e v e r s e d  2 0 0 m l .  o f  d i s t i l l a t e  w e r e  c o l l e c t e d  i n  3 0 - 4 5  m i n u t e s ,  
d i s t i l l e d  w a t e r  ( 5 0 0 m l . )  b e i n g  a d d e d  c o n c u r r e n t l y  t h r o u g h  
t h e  d r o p p i n g  f u n n e l .  T h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  w e r e  s y p h o n e d  
f r o m  t h e  f l a s k ,  a l l o w e d  t o  c o o l  o v e r n i g h t  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e d
: : -  232 -  .
b e n z y l i d e n e  p h e n y l h y d r a z o n e  f i l t e r e d  o f f .  T h e  co m b in ed  
f i l t r a t e  a n d  w a s h i n g s  w e r e  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  
a t  4 0 °  t o  a  v o lu m e  o f  l e s s  t h a n  2 0 0 m l .  a n d  e x t r a c t e d  5 -6  
t i m e s  w i t h  e t h e r  ( 2 0 0 m l . )  t o  r e m o v e  r e s i d u a l  b e n z y l i d e n e  
p h e n y l h y d r a z o n e ,  b e n z o i c  a c i d  e t c .  A f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  
c h a r c o a l  a  y e l l o w  s o l u t i o n  w as  o b t a i n e d  w h i c h  o n  e v a p o r a t i o n  
i n  v a c u o  a t  4 0 °  y i e l d e d  D - g l u c o s o n e  a s  a  p a l e  y e l l o w  s y r u p  
( 2 . 6 g . ) .  T he  s y r u p  was d i s s o l v e d  i n  w a t e r  ( 8 m l . )  a t  4 0 °  
a n d  e x t r a c t e d  w i t h  h o t  96% e t h a n o l  ( 3 0 0 m l . )  a n d  a f t e r  â  
f u r t h e r  t r e a t m e n t  w i t h  c h a r c o a l  t h e  s o l u t i o n  w as  e v a p o r a t e d  
t o  a  s y r u p .  The s y r u p  w as  d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l  ( 3 0 m l . )  
a n d  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  g i v e  a  
l i g h t  y e l l o w  f r o t h "  o f  D - g l u c o s o n e  ( 2 . 3 g . , 46% ).  A p u r e  
w h i t e  f r o t h  c o u l d  b e  o b t a i n e d  by  k e e p i n g  t h e  y e l l o v /  m a t e r i a l  
f o r  s e v e r a l  w e e k s  a t  0 ° ,  a n d  t r e a t i n g  w i t h  c h a r c o a l .  The 
o s o n e  r e d u c e d  F e h l i n g ’ s  s o l u t i o n  i n  t h e  c o l d  a n d  g a v e  a  
b l u e  c o l o u r  w i t h  B e n e d i c t ’ s  a r s e n o p h o s p h o t u n g s t i c ’: a c i d  
r e a g e n t  f o r  u r i c  a c i d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a l k a l i  c y a n i d e .
W i t h  p h e n y l h y d r a z i n e  i n  a c e t i c  a c i d ^ D - g l u c o s e p h e n y l o s a z o n e  
w as  r a p i d l y  f o r m e d  a t  room t e m p e r a t u r e .
1 . 2 . 5 .  L - G l u c o s o n e .
L - g l u c o s e  p h e n y l o s a z o n e  ( 4 . 5 g . ) w as  t r e a t e d  w i t h  
b e n z a l d e h y d e  ( .7 .0 m l . )  i n  t h e  m a n n e r  d e s c r i b e d  f o r  t h e  p r e p a r a ­
t i o n  o f  D - g l u c o s o n e  ( 1 . 2 . 4 > ) .  L - g l u o o s o n e  w as  o b t a i n e d  i n  
40% y i e l d ,  a n d  g a v e  L - g l u c o s e  p h e n y l o s a z o n e  m . p . 2 0 3 - 2 0 4 °
. -  2 3 3  -
when  t r e a t e d  w i t h  p h e n y l h y d r a z i n e  a n d  a c e t i c  a c i d .  L -  
g l u c o s o n e  w as  c h r o m â t o g r a p h i c a l l y  i d e n t i c a l  w i t h  D - g l u o o s o n e  
i n  p h e n o l / w a t e r  a n d  s a t u r a t e d  b u t a n o l / a c e t i c  a c i d .
1 . 2 . 6 .  D - G a l a c t o s o n e .
D - G a l a c t o s o n e  w as  p r e p a r e d  f r o m  D - g a l a o t o s e  
p h e n y l h y d r a z o n e  b y  t h e  m e th o d  u s e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
D - g l u c o s o n e ,  a n d  w as  o b t a i n e d  i n  40% y i e l d .  I t  show ed  t h e  
same c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  a s  D - g l u o o s o n e .  D - g a l a o t o s e  p h e n y l ­
h y d r a z o n e  m . p . 1 8 3 - 1 8 4 °  w as  o b t a i n e d  b y  t r e a t m e n t  o f  D- 
g a l a c t o s o n e  w i t h  p h e n y l h y d r a z i n e  a n d  a c e t i c  a c i d .
-  2 3 4  -
1 .3 .  S u g a r  P h o s p h a te s .
1 . 3 . 1 .  D - G l u o o s e - 6 - P h o s p h o r i o  a c i d .
( a )  1 : 2 - 0 - i s o p r o p y l i d e B e - D - g l u c o s e  w as  t o s y l a t e d  a f t e r
t h e  m e th o d  o f  M e y e r  a n d  R e i o h s t e i n  ( 1 9 4 6 ) .
F r e s h l y  c r y s t a l l i s e d  p - t o l u e n e - s u l p h o n y l  - o h l o r i d e  
( 2 0 g . ) i n  a l c o h o l - f r e e  c h l o r o f o r m  ( 1 0 0 m l . )  a t  5 °  was a d d e d  
t o  1 : 2 - 0 - i s o p r o p y l i d e n e - D - g l u d o s e  ( 2 5 g . ) i n  f r e s h l y  d i s t i l l e d  
p y r i d i n e  ( 7 5 m l . ) ,  t h e  t e m p e r a t u r e  b e i n g  m a i n t a i n e d  a t  5 - 1 0 ° .  
A f t e r  s t a n d i n g  a t  2 1 °  f o r  1 8  h o u r s  5% h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 3 0 0 m l . )  
w as  a d d e d  t o  t h e  m i x t u r e ,  w h i c h  w a s . t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  
e t h e r ,  ( 1 0 0 m l .  8 t i m e s ) . T h e  e t h e r  e x t r a c t  was  w a s h e d  w i t h  
5% h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( t w i c e ) ,  5% s o d iu m  c a r b o n a t e  ( tv d .c e )  
an d  w a t e r  ( t w i c e ) .  R e d u c t i o n  o f  t h e  e x t r a c t  u n d e r  r e d u c e d  
p r e s s u r e  a f f o r d e d  a  s y r u p  ( 2 0 g ; )  f r o m  w h i c h  p u r e  w h i t e  c r y s t a l s  
Of 1 : 2 - 0 - i s o D r o n y l i d e n e - 6 - 0 - t o l u e n e - p - s u l p h o n y l - D - g l u c o s e  
( 1 2 . 0 g . ,  28%),  m . p . 9 5 - 9 7 °  w e r e  o b t a i n e d .  R e c r y s t a l l i s a t i o n  
f r o m  e t h e r / p e t .  e t h e r  g a v e  m . p . 9 8 - 9 9 ° .
The t o s y l a t e d  d e r i v a t i v e  was t r e a t e d  w i t h  s o d iu m  
m e t h y l a t e  i n  t h e  c o l d ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  O h le  a n d  
T e s s m a r  (1 9 3 8 )  t o  g i v e  1 :  2 - 0 - _ i s p p r o p y l i d e n e - 5 : 6 - a n h y d r o - D -  
g l u c o s e  i n  74% y i e l d ,  m . p . 1 3 0 - 1 3 1 . 5 ° .
1 :  2 -Q -isQ -p r Q ' p y l i d e n e - 5 : 6 - a n h v d r o - D - g l u c o s e  ( l . O g . )  
was  a d d e d  t o  d i p o t a s s i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( l . 6 2 g . )  i n  w a t e r  
( 3 0 m l . ) ,  a n d  t h e  m i x t u r e  h e a t e d  u n d e r  r e f l u x  f o r  32 h o u r s .
-  235 -  ..
R e g e n e r a t e d  c a t i o n  e x c h a n g e  r e s i n  A m b e r l i t e  I . R .  120 ( 5 g . )  
i n  t h e  a c i d  f o r m ,  w as  a d d e d ,  a n d  t h e  re!f lux ing  c o n t i n u e d  f o r  
1 h o u r .  A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  r e s i n  by  f i l t r a t i o n ,  t h e  
s o l u t i o n  w a s  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  t o  1 0 m l .  a n d  
n e u t r a l i s e d  w i t h  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e .  P o t a s s i u m  g l u o o s e -  
6 - p h o s p h a t e  p r e c i p i t a t e d  on  a d d i t i o n  o f  4 v o lu m e s  o f  m e t h y l  
a l c o h o l ,  w as  s e p a r a t e d  o f f  a n d  w a s h e d  w i t h  m e t h y l  a l c o h o l ,  
m e t h y l  a l c o h o l / e t h e r  a n d  e t h e r .  The  d r i e d  am o rp h o u s  w h i t e ,  
p o t a s s i u m  g l u o o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( 1 . 3 1 g . , 78%) was d i s s o l v e d  
i n  w a t e r  ( 5 m l . )  a n d , , t h e  p o t a s s i u m  re m o v e d  w i t h  A m b e r l i t e  I . R .  
1 2 0 .  The  s o l u t i o n  w as  n e u t r a l i s e d  t o  pH 8  w i t h  a q u e o u s  b a r i u m  
h y d r o x i d e ,  a n d  t h e  s u g a r  p h o s p h a t e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  4 v o lu m e s  
o f  e t h y l  a l c o h o l .  The d r i e d  p r e c i p i t a t e  was a n  a m o rp h o u s  
w h i t e  p o w d e r  o f  b a r i u m  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( l . 3 2 g . , 67 % ),
= + 1 2 . 8  ( c ,  5 . 0  i n  w a t e r )  . ( F o u n d :  P ,  7 . 0 ;  B a ,
2 9 .8 % .  C a l c ,  f o r  G^HiiOgPBa.gHgO: P ,  7 . 2 ;  B a ,  3 1 . 8 % . ) .
1 . 3 . 1 .
(b )  A s o l u t i o n  o f  1 : 2 -Q - i s o - p r o p y l i d e n e - Q - 3 : S - b e n z v l i d e n e -
D - g l u o o s e  ( 2 . 5 g . )  i n  p y r i d i n e  ( 4 m l . )  w as  c o o l e d  t o  0 °  an d  
t r e a t e d  w i t h  d i p h e n y l  p h o s p h o r y l  c h l o r i d e  d u r i n g  10 m i n u t e s  
a t  0 ° ,  a n d  t h e n  a t  room  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  A f e w  
c r y s t a l s  o f  i c e  w e r e  a d d e d  t o  t h e  m i x t u r e  w h ic h  was  p o u r e d ,  
a f t e r  10 m i n u t e s ,  i n t o  i c e  w a t e r  ( 5 0 m l . ) .  T h e  p r o d u c t  was 
t h r o w n  down a s  a  p a s t y  m a s s  w h i c h  was e x t r a c t e d  w i t h  e t h e r .
-  236 -
The  e t h e r  e x t r a c t  w as  w a s h e d  w i t h  w a t e r  ( t w i c e ) ,  Û*5N- 
s u l p h u r i c  a c i d  ( t h r i c e ) ,  w a t e r ,  a n d  d i l u t e  a q u e o u s  s o d iu m  
h y d r o g e n  c a r b o n a t e .  A f t e r  b e i n g  d r i e d  (MgSO^) t h e  s o l v e n t  
w as  e v a p o r a t e d  a n d  d i p h e n y l ( 1 : E-O- i s o p r o p y l i d e n e - O - S : 5 -  
b e n z y l i d e n e - D ~ g l u c o s e - 6 ) - p h o s p h a t e  ( 3 . 4 g . , 78^)  w as  o b t a i n e d  
a s  a  c o l o u r l e s s  s y r u p .
A s o l u t i o n  o f  t h e  d i p h e n y l  p h o s p h a t e  ( 3 . 4 g . )  i n  
e t h a n o l  ( 2 5 m l . )  an d  w a t e r  ( 1 m l . ) was f r e e d  f r o m  c a t a l y s t  
p o i s o n s  b y  b o i l i n g  u n d e r  r e f l u x  w i t h  N o r i t e  ( i g . )  f o r  10 
m i n u t e s .  The  c o m b in e d  f i l t r a t e  a n d  w a s h i n g s  w e r e  s h a k e n  
w i t h  h y d r o g e n  a t  s l i g h t  o v e r - p r e s s u r e  w i t h  A d am s’ p l a t i n u m  
o x i d e  (lOOmg. ) . A b s o r p t i o n  o f  h y d r o g e n  ClLOOml. ) was c o m p l e t e  
i n  12  h o u r s .  The  s o l u t i o n  w as  f i l t e r e d  f r o m  t h e  c a t a l y s t  
a n d  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e .  1 : 2 - 0 -  
i s o p r o p y l i d e n e - Q - 3 : 5 - b e n z i l i d e n e - I ) - g l u o o s e - 6 - p h o s p h o r i c  a c i d  
( 2 . 2 g . ,  90^ )  was o b t a i n e d  a s  a  c o l o u r l e s s  s y r u p  a n d  was 
h y d r o l y s e d  i n  w a t e r  ( 5 0 m l . )  c o n t a i n i n g  : . .N - s u l p h u r i c  a c i d  
( 2 m l . )  f o r  50 m i n u t e s  a t  9 0 ^ .  A f t e r  t h i s  t i m e  t h e  compound 
w e n t  i n t o  s o l u t i o n .  T h e  s o l u t i o n  was n e u t r a l i s e d  t o  pH 8 
w i t h  a q u e o u s  b a r i u m  h y d r o x i d e ,  t h e  i n s o l u b l e  b a r i u m  r e s i d u e s  
w e r e  c o l l e c t e d  a n d  w a s h e d  w i t h  w a t e r ,  a n d  t h e  c o m b in e d  w a s h i n g s  
a n d  f i l t r a t e  w e r e  t r e a t e d  w i t h  2 v o lu m e s  o f  a c e t o n e .  T he  
f l o o u l e n t  p r e c i p i t a t e  w as  c o l l e c t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  
w as  w a s h e d  w i t h  a c e t o n e ,  a c e t o n e / e t h e r , a n d  e t h e r .  The
-  237 -
w h i t e  p o w d e r  o b t a i n e d  on  d r y i n g  was d i s s o l v e d  i n  w a t e r  ( 4 m l . )  
a n d  2 v o lu m e s  o f  a c e t o n e  a d d e d .  T he  p r e c i p i t a t e  was  c e n t r i ­
f u g e d  down a n d  w a s h e d  a s  b e f o r e *  B a r i u m  D - g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  
( 0 . 9 0 g . , 40$)  w as  o b t a i n e d  a s  a  w h i t e  p o w d e r ,  b e i n g  c o m p l e t e l y  
s o l u b l e  i n  w a t e r  a n d  s t r o n g l y  r e d u c i n g  ^  = + 1 2 . 0 . ,
( c ,  5 . 0  i n  w a t e r ) .  ( F o u n d :  P ,  6 . 9 ;  B a ,  3 1 . 4 $ .  C a l c ,  f o r  
C^H^pOgPBa.SHgO: P ,  7 . 2 ;  B a ,  3 1 . 8 $ ) .
1 . 3 . 2 .  D - F r u o t o s e - l - p h o s n h o r i c  A c i d .
A s o l u t i o n  o f  2 : 3 - 4 : O - d i - Q - i s o p r o n v l i d e n e - B - f r u c t o s ©  
( 2 . 0 g . )  i n  d r y  p y r i d i n e  ( 3 . 0 m l . ) was t r e a t e d  w i t h  d i p h e n y l  
c h l o r o p h o s p h o n a t e  ( 2 . 4 5 g . ) i n  a  m a n n e r  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  
u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  d i p h e n y l ( 1 : 2 - 0 - i s o p r o p y l i d e n e - 0 -  
3 : 5 - b e n z y l i d e n e - D - g l u c o s e - 6 ) ‘p h o s p h a t e  ( 1 . 3 . 1 . b . ) .  F rom . 
t h e  c r u d e  p r o d u c t  d i p h e n y l  ( 2 : 3 - 4 : G - d i - O - i s o p r o p y l i d e n e - D -  
f r u c t o s e - 1 )  p h o s p h a t e  ( 3 . 1 g . ,  8 6 . 0 $ )  was o b t a i n e d  a s  a  f a i n t l y  
y e l l o w  s y r u p .
T h e  s y r u p  ( 2 . 5 g . ) w as  d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l  ( 5 0 m l . )  
a n d  w a t e r  ( 1 m l . )  a n d  h y d r o g e n a t e d  by  t h e  m e th o d  d e s c r i b e d  
p r e v i o u s l y  ( l . S . l . b . ) .  H y d r o g e n  ( 7 0 0 m l . ,  7 . 0 m o l s . )  was  
a b s o r b e d ,  d u r i n g  6 ^  h o u r s .  F i l t r a t i o n  a n d  e v a p o r a t i o n  g a v e  
2 : 3 - 4 : 6 - d i - Q - i s o p r o p y l i d e n e - D - f r u o t o s e - l - p h o s p h a t e  ( l . 5 g .  
9 0 . 0 $ )  a s  a  p a l e  y e l l o w  s y r u p .
T h i s  s y r u p  ( l . 5 g . )  i n  w a t e r  ( 1 5 m l . )  w as  h e a t e d  o n  
a  s t e a m  b a t h  f o r  40 m i n u t e s .  I n o r g a n i c  p h o s p h o r u s  . was 
f i l t e r e d  o f f  a f t e r  n e u t r a l i s a t i o n ,  w i t h  b a r i u m  h y d r o x i d e
-  238  -
t o  pH 8 . 0 ,  A d d i t i o n  o f  2 v o lu m es  o f  a c e t o n e  p r e c i p i t a t e d  
b a r iu m  D - f r u c t o s e - l - j j l i o s p l i a t e , w h ich  was c e n t r i f u g e d  o f f  
a f t e r  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  a t  0 ^ .  The b a r i u m  s a l t  was d i s ­
s o l v e d  i n  w a t e r  ( lO m l . )  and  p r e c i p i t a t e d  w i t h  2, vo lum es  o f  
a c e t o n e .  A f t e r  a  r e p e t i t i o n  o f  t h i s  p r o c e d u r e  t h e  b a r iu m  
s a l t  o f  D - f r u c t o s e - l - p h o s p h o r i o  a c i d  ( . 7 8 g . )  was o b t a i n e d  a s  
a  w h i t e  am orphous pow der  c o m p l e t e l y  s o l u b l e  i n  w a t e r .
-  -5 2 0  ( 9 , 1 , 8  i n  w a t e r ) .  (Found:  P ,  7 . 0 ;
Ba ,  5 0 .2 $  C a l c ,  f o r  OQHQ^^OgPBa.HHgO: P ,  7 . 2 ;  Ba,  5 1 . # . )  .
1 . 3 . 5 .  A t t e m p te d  P r e p a r a t i o n  o f  D-Q-l u c Q S o n e - 6 - P h o s p h o r i c  A c id .
A t t e m p t s  w e re  made t o  p r e p a r e  t h i s  e s t e r  by t h i ’ee  
d i f f e r e n t  m e th o d s .  ( a )  by a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m ethod  o f  
von  Lebedew (1910) who t r e a t e d  so d iu m -rD -g lu c o se -ô - p h o s p h a t e  
p h e n y l o s a z o n e  w i t h  b e n z a l d e h y d e  by t h e  m ethod  o f  F i s c h e r  and 
A rm s t ro n g  ( 1 9 0 2 ) ;  (b)  by p h o s p h o r y l a t i o n  o f  d i - Q - i s o p r o u y l i -
d e n e - D - g l u c o s o n e  h y d r a t e  u s i n g  d i p h e n y l p h o s p h o r y l  c h l o r i d e ,  
and  (c )  by t r e a t m e n t  o f  t h e  d i-O - i s o n r ony l i d e n e - 5 : 6 - a n h y d r o  
d e r i v a t i v e  o f  g l u c o s o n e  w i t h  d i p o t a s s i u m  h y d ro g e n  p h o s p h a t e .
-
c & /:{
■.'fh ' ~
..
, r . ' -
■ V
'  ' , k . '
1 . 3 . 3 .
( a )  The p h e n y l  o s a z o n e  o f  g l u o o s e - 6 - p h o s p h o r i o  a c i d
( 1 . 5 g . )  was n e u t r a l i s e d ' w i t h  5N-sodium  h y d r o x i d e  and  t r e a t e d  
w i t h  b e n z a ld e h y d e  by a  m e thod  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  f o r  
D -g l u o o s o n e  ( 1 * 2 . 4 . ) .  A y e l l o w  sy ru p  ( 0 . 4 g . )  was o b t a i n e d  
w h ich  c o n t a i n e d  no p h o s p h o r u s  b u t  g av e  a  b l u e  c o l o u r  w i t h
t  ■ , î.
■ ' '  ■
C .— 2 3 9  —
B e n e d i c t ’ s  a r s e n o p i i o s p h o t u n g s t i c  r e a g e n t  f o r  n r i c  a o i d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  a l k a l i - o y a n l d e .
1 . 3 . 3 .
(h )  D i - O - a c e t y l - d i - O - j ^ p r o p y l i d e n e - D - g l u c o s o n e  h y d r a t e ,
( 0 . 5 g . )  w as  r e f l n x e d  w i t h  0 . I N - s o d i u m  h y d r o x i d e  ( 5 0 m l . )  f o r  
2 h o u r s .  The s o l u t i o n  w as  c o o l e d  an d  n e u t r a l i s e d  t o  pH
8 . 5 .  The c o o l e d  m i x t u r e  w as  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  a n d  
t h e  e x t r a c t  d r i e d  o v e r  s o d iu m  s u l p h a t e .  E v a p o r a t i o n  u n d e r  
r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  40^ a f f o r d e d  d i - 0 - i s o n r o u v l i d e n e - D - ^ l u c o s o n e  
h y d r a t e  ( 0 . 3 3 g .  94$ )  a s  a  c o l o u r l e s s  s y r u p .
T h i s  s y r u p  ( 0 . 3 5 g . ) w as  d i s s o l v e d  i n  i c e - c o l d  p y r i d i n e  
( 2 m l . )  a n d  d i p h e n y l  p h o s p h o r y l  c h l o r i d e  ( 0 . 3 8 g . )  was  a d d e d  f
d r o p w i s e  i n  t h e  c o l d .  A f t e r  5 m i n u t e s  a t  0^  t h e  m i x t u r e  w as  .
l e f t  o v e r n i g h t  a t  1 6 ° .  A f e w  c r y s t a l s  o f  i c e  w e r e  a d d e d  t o
t h e  m i x t u r e  w h i c h  w as  p o u r e d ,  a f t e r  10 m i n u t e s ,  i n t o  i c e -  
w a t e r  ( 1 2 m l .  ) .  T h e  e t h e r  e x t r a c t  o f  t h i s  m i x t u r e  was w a s h e d  
w i t h  w a t e r ,  s u l p h u r i c  a c i d ,  w a t e r  a n d  d i l u t e  a q u e o u s  s o d iu m  • 
h y d r o g e n  c a r b o n a t e ,  a n d  f i n a l l y  d r i e d  o v e r  m a g n e s iu m  s u l p h a t e . '  
F i l t r a t i o n  a n d  e v a p o r a t i o n  a f f o r d e d  a  c o l o u r l e s s  s y r u p  w h i c h '  , 
w as  n o t  c h a r a c t e r i s e d .  . A f t e r  c h a r c o a l  t r e a t m e n t  a n  a l c o h o l i c  '
s o l u t i o n  o f  t h e  s y r u p  w as  t r e a t e d  w i t h  h y d r o g e n  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  Adam’ s  p l a t i n u m  o x i d e  f o r  8  h o u r s .  No h y d r o g e n  "xf"
w as  a d s o r b e d  a n d  t h e  o r i g i n a l  s y r u p  ( Q . 0 7 g . )  w as  r e c o v e r e d .
' \ 1.
-  240 -  -
1 . 3 . 5 . ,  -
( c )  D i - O - i s o p r o p y l i d e n e - P - g l u o b s o i l e  h y d r a t e  ( 0 . 3 5 g . )
o b t a i n e d  t h r o u g h  t h e  d i a c e t y l  compound a s  i n  1 . 3 . 3 . h .  w as  
d i s s o l v e d  i n  a l c o h o l - f r e e  a c e t o n e  ( . 3 .5 m l . )  a n d  p y r i d i n e  
( 0 . 2 m l . )  a d d e d .  The m i x t u r e  w as  c o o l e d  i n  a n  i c e - s a l t  
m i x t u r e  a n d  f r e s h l y  p u r i f i e d  p - t o l u e n e s u l p h o n y l  c h l o r i d e  
( 0 . 2 9 g . )  was a d d e d  w i t h  c o n s t a n t  s h a k i n g .  A f t e r  r e m a i n i n g  
a t  - 5 ^  f o r  10 m i n u t e s  t h e  m i x t u r e  was l e f t  a t  0 °  f o r  6 h o u r s .
A f e w  c r y s t a l s  o f  i c e  w e r e  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  a n d  a f t e r  
30 m i n u t e s ,  i c e - w a t e r  ( 1 0 m l . ) w as  a d d e d .  The m i x t u r e  was  
e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m ,  a n d  t h e  e x t r a c t  w a s h e d  a n d  d r i e d  
(M gSO^). A f t e r  f i l t r a t i o n  a n d  e v a p o r a t i o n  a  w h i t e  s y r u p  
( 0 . 3 2 g . )  was  o b t a i n e d .  The  s y r u p  was d i s s o l v e d  i n  a c e t i c  
a n h y d r i d e  ( 4 . 0 m l . )  a n d  w arm ed  a t  70*  ^ f o r  5 h o u r s  w i t h  
a n h y d r o u s  s o d iu m  a c e t a t e  ( O . l g . ) .  The c o o l e d  r e a c t i o n  
m i x t u r e  w as  p o u r e d  i n t o  i o e - w a t e r  ( 2 0 m l . )  a n d  a d j u s t e d ,  w i t h  
s t i r r i n g ,  t o  pH 6 w i t h  s o d iu m  b i c a r b o n a t e .  T he  d r i e d  c h l o r o ­
form. e x t r a c t  was  e v a p o r a t e d  t o  a  s y r u p  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  
a n d  a c e t i c  a c i d  was re m o v e d  by  c o d i s t i l l a t i o n  w i t h  t o l u e n e .
The s y r u p  w^as c r y s t a l l i s e d  v d t h  d i f f i c u l t y  f r o m  e t h e r / p e t .  
e t h e r  ( b . p .40-60*^) g i v i n g ,  a  m i x t u r e  o f  s u b s t a n c e s  h a v i n g  
m . p . 5 6 - 5 8 ° ,  a n d  6 7 - 6 8 ° , .  T h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  m i x t u r e  
w e r e  n o t  s e p a r a t e d  a n d  a t t e m p t s  w e r e  made t o  t o s y l a t e  t h e  
d i - i s o p r o p y l i d e n e  d e r i v a t i v e  by  a  m o r e  v i g o r o u s  t r e a t m e n t .
D l - O - i ^ p r o p y l i d e n e - D - g l u c o s o n e  h y d r a t e  ( 0 . 3 g . )
-  £41 -
i n  a l c o h o l - f r e e  a c e t o n e  and  d r y  p y r i d i n e  { 0 . 2 m l . )  was t r e a t e d  
w i t h  p - t o l u e n e s u l p h o n y l  c h l o r i d e  f o r  30 m i n u t e s  a t  0 °  and  
1 8  h o u r s  a t  2 0 ° .  The t o s y l  d e r i v a t i v e  i s o l a t e d  a s  b e f o r e ,  
was  o b t a i n e d  a s  a  p a l e  y e l l o w  s y r u p  ( 0 . 2 5 g . )  w h ic h  c o u l d  n o t  
b e  c r y s t a l l i s e d .  The s y r u p  ( 0 . 2 5 g . )  i n  d r y  m e t h a n o l  { 4 m l . )  
was  t r e a t e d  i n  t h e  c o l d  f o r  15  m i n u t e s  w i t h  N -s o d iu m  m e t h y l a t e  
The m i x t u r e  was p o u r e d  i n t o  w a t e r  and  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o ­
f o r m .  The d r i e d  e x t r a c t  (MgSO^) a f f o r d e d  a  p a l e  y e l l o w  
s y r u p  ( 0 . 1 6 g . ) .  T h i s  s y r u p  was t r e a t e d  w i t h  d i p o t a s s i u m  
h y d r o g e n  p h o s p h a t e  i n  t h e  m a n n e r  d e s c r i b e d  i n  1 . 3 . 1 . a . ,  a n d  
a  b a r i u m  s a l t  ( 0 . 0 3 g . )  o b t a i n e d  f i n a l l y ,  b y  m e t h a n o l  p r e c i p i t a ­
t i o n  f ro m  w a t e r .  À s o l u t i o n  o f  t h e  s a l t  g a v e  a  b l u e  c o l o u r  
w i t h  B e n e d i c t ’ s a r s e n o p h o s p h o t u n g s t i c  r e a g e n t  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  a l k a l i  c y a n i d e .  The compound c o u l d  n o t  b e  i d e n t i f i e d  
c h r o m a t o g r a p h i c a l l y .
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2#1. Go-enzyme I . -  diphosuhouyridine liu o leo tid e  -  DPN.
DPN was e x t r a c t e d  f r o m  y e a s t  by  t h r e e  d i f f e r e n t  
m e t h o d s ,  a n d  t h e  c r u d e  p r o d u c t  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  b y  i o n -  
e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .
2 . 1 . 1 .  E x t r a c t i o n  o f  t h e  C ru d e  M a t e r i a l .
( a )  A f t e r  t h e  m e th o d  o f  .Sumner,  K r i s h t i a n  a n d
S i s l e r  ( 1 9 4 7 ) .
F r e s h  b a k e r s ’ y e a s t  ( 4 5 4 g . )  was m ix e d  w i t h  d i e t h y l  
e t h e r  ( 3 5 0 m l . ) .  A c o o l e d  m i x t u r e  o f  96$ e t h a n o l  ( 3 5 0 m l . )  
a n d  c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  ( 2 2 g . )  was a d d e d  t o  t h e  
y e a s t - e t h e r  m i x t u r e .  A f t e r  s t i r r i n g  f o r  10 m i n u t e s  a  c l e a r  
b ro w n  s o l u t i o n  w as  f i l t e r e d  f r o m  t h e  p a s t y  m ass*  2 v o lu m e s  
o f  e t h a n o l  Were a d d e d  t o  t h e  f i l t r a t e ,  a n d  t h e  fo rm e d  p r e ­
c i p i t a t e  c e n t r i f u g e d  o f f ,  w a s h e d  w i t h  a b s o l u t e  e t h a n o l  
( t w i c e )  a n d  e t h e r ,  t o  g i v e  DPN ( 2 . 6 g . ) a s s a y i n g  8$ p u r i t y .
2.1 .1 .
(b )  A f t e r  t h e  m e th o d  o f  C l a r k ,  B o unce  a n d  S t o t z  ( 1 9 4 9 ) .
F r e s h  b a k e r s ’ y e a s t  ( 5  l b . )  was c r u m b l e d  i n t o  c o l d
a c e t o n e  ( 1 7 5 0 m l .  ) , a n d  a  m i x t u r e  o f  a c e t o n e  ( 1 7 5 0 m l . )  a n d  
c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  { 2 7 0 m l . ) a d d e d .  A f t e r  s t i r r i n g  
f o r  15  m i n u t e s y t h e  m i x t u r e  was f i l t e r e d .  One v o lu m e  o f  
e t h a n o l  was a d d e d  t o  t h e  f i l t r a t e ,  an d  t h e  p r e c i p i t a t e
y '  ^  -  # 2 .  -  ' ' : ' "V
f o rm e d  was f i l t e r e d  o f f  a n d  d i s o a f d è d ,  b e i n g '  m a i n l y  p o t a s s i u m  
b y d r o g e h  s u l p h a t e .  The  a d d i t i o n  o f  a  s e c o n d  Volume o f  
e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  t h é  n u c l e o t i d e ,  w h i c h  w as  c e n t r i f u g e d  
o f f  an d  3 t i m e s  p i e o i p i t d t e d  f r o m  w a t e r  b y  e t h a n o l .  The 
d r i e d  DPN ( l . ô g . ) a s s a y e d  2 1 $ .
2 . 3. • 1 .
( c )  F r e s h  b a k e r s ’ y e a s t  ( 5  l b . )  was c r u m b l e d  i n t o  h o t
w a t e r  ( 2 5 0 0 m l . )  k e p t  a t  9 0 ^ .  The h e a t i n g  was c o n t i n u e d  
w h i l e  h y f l o  s u p e r  c e l  ( 2 0 g .;): w as  a d d e d  an d  t h e  m i x t u r e  was  
t h e n  c o o l e d  r a p i d l y . '  DPN : ( 1 . 2 g . )  was i s o l a t e d  i n  a  m a n n e r  
i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  u s e d  i n  1 : 1 . 2 . ;  w i t h  a  p u r i t y  o f  16$*
2 . 1 . 2 .  P u r i f i c a t i o n  o f  C ru d e  DPN.
A column ( 2 . 5  x  3 2 . 0 c m s . )  o f  A m b e r l i t e  I . R . 4 0 0  i o n -  
e x c h a n g e  r e s i n  was t r e a t e d  w i t h  5$ HCl ("2000ml. ) , w a t e r  
( 2 0 0 0 m l:  ) , B$ NaOH ( 2000ml* ) » w a t e r  { 4 000m l.  ) a n d  f i n a l l y  
O.IM ammoniiM a d e t a t e - a c e t i c  a c i d  b u f f e r  o f  pH 5 . 9  { 3 0 0 0 m l . )  .- 
C ru d e  DPN ( 3 . 0 g . )  w as  d i s s o l v e d  i n  O.IM ammonium a c e t a t e  
{ 3 0 m l . )  a n d  p o u r e d  o n t o  t h e  p r e p a r e d  c o lu m n .  E l u t i o n  was 
c a r r i e d  b u t  w i t h  0 . I E  ammbhlum a c e t a t e  b u f f e r  a t  a  f l o w  
r a t e  o f  1 m l . / l ü in u t  e .- - The , è l u a t e  was c o l l e c t e d ;  y in  1 0 m l .  
f r a c t i o n s  a n d  t h e  DPN c o n t e n t  o f  t h e  f r a c t i b n s y w a s :  d e t e r m i n e d
b y  m e a s u r i n g  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  3 f O i i ^  F r a c t i o n s  8 t o y  
20 ( 8 0 - 2 0 0 m l . ) . wh^ a b s o f p t i o h  a t  340in^% w e r e  1
oq^ined ahdy^çbbl^^  add#;: to - /
'  "  \  - '  ; y y y / y : ^ ' : \ ' y : 7 y : ' " y-' -r^  v 243 .4
pH 2 . 5 ,  a n d  t h e  n u c l e o t i d e  p r e c i p i t a t e d  hy  a d d i t i o n  o f  3 
v o lu m e s  o f  a c e t o n e .  The p r e c i p i t a t e  w as  c e n t r i f u g e d  o f f ,  
w a s h e d  w i t h  a b s o l u t e  a l c o h o l  a n d  e t h e r ,  a n d . d r i e d .  DPN 
( 0 ; 4 g . ) was  o b t a i n e d  a s  a  w h i t e  p o w d er  o f  74$ p u r i t y  an d  was 
k e p t  o v e r  P^Og i n  a  d e s i c c a t o r .
i
2 .8 *  :B à r i ù m - A d é n o s i m é ' : T r i p h û s p h a t e .  :- .  ^ y .
the barium  s a l t  of ;A T P  w as  i s o l a t e d  f r o m  r a b b i t  
m u s c l e  b y  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  m e t h o d s  o f  E e r r  ( 1 9 4 1  ) an d  
D o u n o e , R o t h s t e i n , B e y e r ,  M e i e r ,  a n d  f r e e r  ( 1 9 4 8 ) .
A r a b b i t  w as  k i l l e d  by a  b lo w  o h  t h e  n e c k ,  a n d  
t h e  m u s c l e  ( lO O g . )  q u i c k l y  d i s s e c t e d : o f f 5 ' m in c e d  a n d  e x t r a c t e d  
t w i c e  w i t h  1 0 $  t r i  o h l o r o a o e t i c  a c i d  ( 300ml . ) . - the : com bined'
e x t r a c t s  w e r e  f i l t e r e d  a n d . n e u t r a l i s e d  w ith  1 0 $  NaOH: ( 1 0 0 m l. )  ^
t o  pH 7 1 3 .  G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( 3 . 0 m l . )  was a d d e d  so  t h a t
f i n a l  a p e t a t 6: c o n c e n t r a t i o n  w as  OS 2$' ,^\ a n d  2 0 $ ^ 'm e r c u r i c  a c e t a t e
( 7 0 m l . ) i n  2$ ,.a c e t i c  a c i d ÿwas a d d e d ' s l o w l y ;  w i t h  s t i r r i n g .
The p r e c i p i t a t e d  n u c l e o t i d e - ^ w a s  c e n t r i f u g e d  6 f f  , su sp en d ed  i n  
w a t e r  ( 1 5 0 m l .  ) and - t r e a t e d  w i th :  h yd rog  eh - s u lp h l  d ey . A f t e r  
r e m o v a l  o f  t h e  p r e c i p i t a t e d  m e r c u r i c  s u l p h i d e  t h e  f i l t r a t e  
a n d  w a s h i n g s  w e r e  a e r a t e d  t o  rem o v e  t r a c e s  b f  yh y d i o g e h  s u l -  :
p h i d e .  The s o l u t i o n  w as  a d j u s t e d  t o  pH 7 b y  a d d i t i o h  o f  '
10$  s o d iu m  h y d r o x i d e  s o l u t i o n ,  a n d  EM^bar ium a c e t a t e ■ s o l u t i o n :  '
( 5 m l .., : i>  e . 1 m l . p e r  1 0 0 g f  o f  ' t h e  o r i g i n a l  m u s c l e ) '  was ddded.-  - «
. The p r é c i p i t â t e o f  w a t e r  i n s o l u b l e  b a f i u m  n u c l e b -  
t i d e s  was: a l l o w # !  t o  s e t t l e  o v e r n i g h t  a t  0 ° ' : a h d  ' r # D v e d  by  
c e n t r i f u g a t i o n .  T he  b a r i u m  n u c l e o t i d e  a f t e r  b e i n g  w a s h e d  
w i t h  8 v o lu m e s  o f  i c e  w a t e r  was - d i s s o l y e d  i n  th b y m ih im a l : ,  am oun t"  
o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  - T he  n u c l e b t i d e " s o l ü t i b h w à s  d i l u t e d \  ' 
t o :  5 0 0 m l .  and ;  t h e  f o r m a t i o h - a n i  deoombbhitiouybf^-^ t h e  m e f c u f i ô ÿ  : 
s a l t c a r r i e d  b u t  a s ,  d e  s  c r i b  ed  ' p r  e ÿ i  b u s l y . - T h b y h ÿ d r o g e h -  ,f. Su'yJiaâiâaïy it: : - :... j*i
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s u l p M d e ^ f r C e  s o l u t i o n  w às t  a d  j u s t e d  t a ,  pH 7 b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  10$  so d iu m  h y d r o x i d e  ; a n d  E M -ba r ium  a o e t a t e . ,  ( 5 m l .  ) was 
a d d e d .  The p r e o i p i t a t e  was a l l o w e d  t o  s e t t l e  o v e r n i g h t ,  
c e h t r i f u g e d  o f f  a n d  w a s h e d  .w i th  w a t e r ,  50$ e t h a n o l ,  75$ 
e t h a n o l ,  96$  e t h a n o l  a n d  e t h e r .  T h e - w h i t e  a m o rp h o u s  ^
m a t e r i a l  w a s - d r i e d  o v e r  s u l p h u r i c  a o i d ,  p u l v e r i s e d  an d  
s t o r e d  o v e r  s u l p h u r i c  a c i d  i n  v a c u o *
0 . 7 5  t o  1 . OOg. o f  b a r i u m •a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e /y»;
was o b t a i n e d  p e r  r a b b i t .  i h i g h e r  y i e l d s  a i fe  p o s s i b l e  when 
t h e  r a b b i t  i s   ^a n a e s t i a t i É e d  b y " i n t f a p h r i t o n e a l  i n j e c t i o n s  
o f ' E 5 $  ,m a g n e8ium s u l p h # ë ;  ^b r  n # # u t a l ,  b u t  p r o v i d i n g ' " t h e  
r a b b i t  i s  k e p t  - in ^  q u i e t  s t a t e  w i t h  h e i a % e d  p r i o r
to ;  i t s  d e s p a t c h ,  r e a h o n l b l e  y i e l d s '  o f  Ba ATP c a n  bey o b t a i n e d  
w i t h o u t  a n a e s t h e s i a .  -
(P o u n d :  H ( K j e l d a h i ) , 8 * 0 5 ;  t o t a l  o r g a n i c  P ,  1 1 . 0 8 ;
h y d r o l y s a b l e  P ,  7 * 1 8 ;  b a , 3 8 . 3 1 .  C a l c ,  f o r  y e
Ba^  ( G i 6 % E ( ^ i # 5 W  ^ * 8 ;  t o t a l  o r g a n i c  P , :  1 0 . æ
h y d r o l y s a b l e  P , : 7 . 8 6  ; B a ,  3 8 . 1 7 $ .  R a t i o n  o f  t o t a l  o r g a n i c :
P t o . h y d r o l y s a b l e  P ( 7 M n s ;  a t  1 0 0 °  i n  l . O N - E O l ) :  f o u n d ,
1 . 5 7 ;  c a l c . .  1 . 5 $ . ) .  y
T h e r e  was 0.6,$; i n o r g a n i c  p h o s p h o r u s  p r e s e n t  i n  
t h e  p r e p a r a t i o n ,  p r o b a b l y  a s  b a r i u m  p h o s p h a t e .  The higlx 
r a t i o  o f  t o t a l  o r g a n i c  7 m i n s .  h y d r o l y s a b l e  P  s u g g e s t s  
t h a t :  ADP was - a l s o '  . p r e s e n t .
y y y : y  y  r ~ : • : . .y  ■
% " ' -  ' y  /  : > / y \ u y
— 1  T he p r e l i m i n a r y  p h o s p h o r y l a t i o n :  e x p e r i m e n t s  w e re  
c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e :  ATP;: p r e p a r e d  b y  th e :  p r e s e n t  a u t h o r .  'y "
ATP. o b t a i n e d  o b m m e r c i a l ly  ( l i g h t  & Go. ) was* u s e d  f o r  t h e  
m a j o r i t y  o f  t h e  e x p e r i m e n t s .  ' The p u r i t y  o f  t h e 's a m p le s  
u s e d  v a r i e d  f ro m  6 5 - 7 5 $ : f o r  t h e  f r e e  a c i d ,  a n d  9 0 -9 5 $  f o r  t h e  
so d iu m  s a l t  o f  t h e  a c i d .
y
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P o t a t o  s t a r c h  w as b r o k e n  down b y  p o t a t o  p h o s -  
p h o r y l a s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p h o s p h a t e  b u f f e r .  A f t e r  
d e p r o t e i n i s a t i o n  b y  h e a t i n g ,  a n d  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  e x c e s s  
p h o s p h a t e  w i t h  m a g n e s iu m  a o e t a t e ,  g l u c o s e - 1 - p h o s p h o r i c  a c i d  
w as i s o l a t e d  u s i n g  i o n  e x c h a n g e  c o l u m n s . .  The m e th o d  u s e d  
f o l l o w s  t h a t  d e s c r i b e d  by MoOready a n d  H a s s i d  ( 1 9 4 4 ) .
T he o p a q u e  b ro w n  c o l o u r e d  j u i c e  ( 4 5 0 m l . )  o b t a i n e d  
b y  m a c e r a t i n g  f r e s h ,  p e e l e d  p o t a t o e s ,  ( lO O O g .) i n  a  
W a rin g  b l e n d e r ,  w as y c l a r i f i e d  by  f i l t e r i n g  t h r o u g h  H y f l o  
S u p e r  C e l l .  P o t a t o  s t a r c h  ( 5 0 g . )  w as s t i r r e d  i n t o  c o l d  
w a t e r  ( 3 0 0 m l. )  a n d  t h e n  p o u red  i n t o * b o i l i n g  w a t e r  ( 1 5 0 0 m l. ) ,  
an d  t h e  m i x t u r e  ^ b o i l e d - f o r  8 0  'm i n u t e s .  : A p h o s p h a te ,  s o l u t i o n  
o f  pH 6 .7  w as made b y ' d i s s o l v i n g  so d iu m  d i h y d r q g en  p h o sp h a te  
m o n o h y d r a t  e (6 9 g  . )- a n d  d i s o d i u m  h y d ro g  e n . pho  s p h a t  e d u o d e c a  
h y d r a te  ( I 7 9 g . ) i n  w a t e r  ( I B p O m l . ) .
The: p o t a t o  j u i c e  w as added t o  t h e  m ix e d  s t a r c h  and  
p h o s p h a t e  . s o l u t i o n s ,  a n d  t h e  m i x t u r e  w as a l lo w e d  to  s ta n d  
a t  370 f o r  24 h o u r s .  T h e  s o l u t i o n  ( 3 4 0 0 m l . )  o b ta in e d  a f t e r  
rem o v a l o f  p r o t e i n  a n d  p h o s p h a t e  from  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  
w as p a s s e d  t h r o u g h  a  Column o f  th e  c a t io n  e x ch a n g e  r e s i n
I . R .  1 2 0 ,  an d  t h e n  t h r o u g h  a  colum n (7  x  3 0 c m .) o f  t h e  a n i o n . 
e x c h a n g e r , I . R .  4B, a t  pH 7.
G l u c o s e - l - p h o s p h o r i c  a c i d  was e l u t e d  o f f  t h e  b a s i c  
r e s i n  w i t h  4$ ammonium h y d r o x i d e  ( 3 5 0 m l . )  a t  a  f l o w  r a t e  - ,
— 8 4 8  —
o f  8 m l. p e r  m i n u t e .  E l u t i o n  w as c o n s i d e r e d  t o  b e  c o m p le t e  
w hen t h e  e l u a t e  r e a c h e d  pH 1 1 .  T he  e l u a t e  w as t r e a t e d  w i t h  
p o t a s s i u m  a c e t a t e  ( 3 0 g . )  a n d  1 0 $  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  a d d e d  . 
t o  pH 1 8 .  On r e m a i n i n g  o v e r n i g h t  a t  0^  a f t e r  a d d i t i o n  o f  
8 v o lu m e s  o f  m e t h a n o l ,  a  w h i t e  c r y s t a l l i n e  m a t e r i a l  v/as 
o b t a i n e d .  F i l t r a t i o n  a f f o r d e d  w h i t e  c r y s t a l s  o f  h y d r a t e d  
d i p o t a s s i u m  D - g l u c o s e - l - p h o s p h o r i o  a c i d  ( I 0 * 3 g . )  w h ic h  w e re  
w a sh e d  w i t h  m e th a n o l  an d  e t h e r ,  an d  d r i e d  o v e r  P ^O ^ .
Ü + 7 6 .8 ^  ( c ,  8 .0  i n  w a t e r ) . (F o u n d :  O r g a n ic  P ,
8 . 8 6 .  C a l c ,  f o r  O ^ H iiO g P K g .E H g O : 'o rg a n ic  P ,  8 . 3 8 ) .
T h e r e  w as p r e s e n t  1 .7%  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  b u t  
o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  o r g a n i c  p h o s p h a t e  e s t i m a t i o n  t h e  d i -  
p o t a s s i u m  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  w as o f  98.8%  p u r i t y .
[-]
— 2 4 9  —
2 * 4 .  D -G lu o o s e - 6 - P h o s p h o r i c  A o id .
T he e s t e r  w as p r e p a r e d  h y  t h e  m e th o d  o f  S w anson  
( 1 9 5 0 ) .  A s o l u t i o n  o f  s t a r c h  was i n c u b a t e d  w i t h  a  m i x t u r e  
o f  p o t a t o  j u i c e  a n d  c r u d e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e ,  o b t a i n e d  f ro m  
r a b b i t  m u s c l e .  D - g l u o o s e - 6 - p h o s p h o r i c  a c i d  was i s o l a t e d  
f ro m  t h e  d e p r o t e i n i s e d  m i x t u r e  a s  t h e  b a r iu m  s a l t  ( 5 . 2 g . ) .
The s a l t  w as p u r i f i e d  b y  r e p e a t e d  p r e c i p i t a t i o n  f ro m  w a t e r  
w i t h  a l c o h o l .  B a r iu m  D - g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( S . l g . )  was 
f i n a l l y  o b t a i n e d  a s  a  f i n e  w h i t e  p o w d e r ,  c o m p l e t e l y  s o l u b l e  
i n  w a t e r ,  h a v in g  s t r o n g  r e d u c i n g  p r o p e r t i e s .  + 1 1 . 6 ,
( c ,  5 .0  i n  w a te r )  . (F o u n d :  B a ,  2 9 . 0 ;  P ,  6 . 6 $ .  C a l c ,  f o r
CgHiiOgPBa.EHgO: B a , 3 1 . 8 ;  P ,  7 . 2 $ . ) .
The m a t e r i a l  w as f r e e  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .
- / .  . Y ' "  ^ -  : - y  8 5 0  -  - -
2 . 5 .  F f u o t o s e - l : 6 - d l p h o s p h o r i  o A o id  *
2 . 5 . 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  C ru d e  M a t e r i a l .
S u c r o s e  ( 2 0 0 g . ) ,  d i s s o l v e d  i n  a  s o l u t i o n  o f  so d iu m  
d ih y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( 4 2 g . )  a n d  s o d iu m  h y d r o g e n  c a r b o n a t e  
( l l g . )  i n  w a t e r  ( 1 0 0 0 m l . ) ,  w as f e r m e n t e d  w i t h  b a k e r s ’ y e a s t  
( 4 5 0 g . ) i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e t h e r  ( 1 5 0 m l . ) ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m e th o d  o f '  N e u b e rg  a n d  L i i s t i g  (1 9 4 2 a )  • T he m i x t u r e  was 
b o i l e d  a f t e r  9 h o u r s ,  t o  c o a g u l a t e  t h e  p r o t e i n  w h ic h  was 
rem o v ed  by  f i l t r a t i o n .  H e x o s e  p h o s p h a t e s  w ere i s o l a t e d  
f ro m  t h e  f i l t r a t e (1 )  u s i n g  tw o  m e th o d s .
2 . 5 . 2 .  I s o l a t i o n ;  o f  y t h é  P u r e  P r o d u c t ;
( a )  T he f i l t r a t e w a s - n e u t r a l i s e d  t o  pE 8 .5 ^ 'w i t h  4N-
sodium- h y d r o x i d e  a n d  55$ c a l c i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  (1 0 0 m l. ) 
w as a d d e d .  The m i x t u r e  w as h e a t e d  on  t h e  b o i l i n g  w a t e r  
b a t h  f o r  20 m ih s .  t o  c o m p le t e  p r e c i p i t a t i o n ,  a n d  t h e  warm 
s o l u t i o n  w as f i l t e r e d .  A b ro w n ,  am o rp h o u s  p r e c i p i t a t e  o f  
c r u d e  c a l c i u m  f r u c t o s e - l : 6 - d i p h o s p h a t e  ( 1 8 g . )  w as o b t a i n e d .  
T he p r e c i p i t a t e  whs d i s s o l v e d  i n  G .5 N - h y d r o c h l o r i c  a c i d  
( 1 5 0 m l . ) ,  f i l t e r e d  an d  p a s s e d  th r o u g h  a co lum n  (7  x  32cm .)  ; 
o f  t h e  c a t i o m  e x c h a n g e ,  r e s i n  I  . P .  1 2 0 .  The e l u a t e  was - ; ■
m ade t o  pH 8 iO b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2 N -so d iu m  h y d r o x i d e ,  and; 
E M rba rium  a o e t a t e  ( 1 0 m l . )  w as a d d e d .  The w h i t e ,  f l o c c u l e n t  
p r e c i p i t a t e  fb rm .e d ^  w as c e n t r i f u g e d  o f f  and d r ie d  o v e r  PgO^.- 
B a r iu m  f r u c t o s e  d ip h o s p h a t e ' ,( :8 .5 g . ) was' o b t a i n e d  c 6 h ta in in g ; .y y
■ ' ______ y _ _ \ _  '
-  251 ^ . . . . . .
5 . 4 $  o f  i i i o r g a n l o '  p h o s p h o r u s . T h i s  h a r iu m  s a l t  was p u r i ^
f i e d  hy  t h e  m e th o d  f a l l o w i n g , t o  g i v e  barium  f r u c t o s e  
d i p h o s p h a t e  ( 6 . 4 g . ) o f  96$  p u r i t y .
2 . 5 . 2 .
(b )  M ag n es iu m  a o e t a t e  t e t r a h y d r a t e  ( 4 0 g . )  w a s  a d d e d  t o
t h e  f i l t r a t e  ( 1 ) ,  f o l l o w e d  by  c o n c e n t r a t e d  am m onia s o l u t i o n  
tor pH 8 . 5 .  The p r e o i p i t à t e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  w as 
f i l t e r e d  o f f ,  an d  t h e  f i l t r a t e  w as p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c a t i o n  
e x c h a n g e  r e s i n  I . R . ^ 1 2 0 ,  a n d  t h e  a n i o n  ex ch a n g e  r e s i n  I . R .
4B. F r u c t o s e  d i p h ô s p h o r i o  a c i d  was e l u t e d  o f f  t h e  b a s i c  
colum n w i t h  4$ /ammonium h y d r o x i d e  ( 4 0 0 m l. ) a t  a  f lo w  r a t e  o f  
1 m l.  p e r  m i n u t e .  T he a d d i t i o n  o f  b a r iu m  a c e t a t e  t o  t h e  • 
e l u a t e  g a v e  a  f l o c c u l e n t ,  w h i t e  p r e c i p i t a t e  w h ic h .w a s  c e n t r i ­
f u g e d  o f f ,  W ashed w i t h  W a te r ,  95$ e t h a n o l  ( t w i c e )  - an d -  e t h e r ,  
a n d  d r i e d .  B a f ip o i  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e  ( 2^3ygU ) , was . 
o b ta in e d  a s  a  w h i t e  a m o rp h o u s  p o w d er  o f  .96$ p u r i t y .
(F o u n d : t o t a l  o r g a n i c  B ,' 9 . 8 ;  B a, 4 4 ; 5 $ .  O a lo .  f o r
G G ^loG igB gB ag: t o t a l  o r g a n i c  P ,  1 0 . 2 ;  B a , 4 4 . 9 $ . ) .
- y y '"' ' ;  ^\ vy-^D
*- ■ y- . ' ■ ■ ' ' . . . ' .■3 .  Y e a s t  - P r e p a r a t io n s .
A c t i v e l y  fe r m e n t in g  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  b a k e r s ’ 
y e a s t  a r e  n o t  r e a d i l y  o b t a i n a b l e  by  t h e , m e t h o d s  u s e d  by  
B uchner ( 1897 ) àiïd L ebedew  (-1911) f o r  t h e - p r e p a r a t i o n  o f  
a c t i v e  e x t r a c t s  f ro m  b r e w e r s *  y e a s t . Some m o d i f i c a t i o n s  
o f  t h e i r  o r i g i n a l  m e th o d s  w e re  i n v e s t i g a t e d  and c e l l - f r e e  
p r e p a r a t i o n s  o f  b a k e r s ’ y e a s t  o b t a i n e d  w h ic h  f e r m e n t e d  g l u c o s e  
o r  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e .  An a c t i v e  c e l l - f r e e  e x t r a c t  was 
a l s o  o b t a i n e d  by a c o n t r o l l e d  c o l d - t r e a t m e n t  o f  b a k e r s ’ y e a s t .
3 . 1 .  D i s i n t e g r a t i v e  M e th o d s .  ..
T he m e c h a n i c a l  d i s r u p t i o n  o f  y e a s t  c e l l s  was a t t e m p t e d  
b y  g r i n d i n g ,  o r  ,s h a k in g  a  t h i c k  y e a s t ' s u s p e n s i o n  w i t h  s t e e l ,  
b a l l  b e a r i n g  s o r  P y r ë Ë . g l a s  s  p ow d er p r  B a l l o t i n i  ( 0 .  1mm. -y :
g l a s s  b e a d s ) , o r  m i x t u r e s  o f  t h e s e  m a t e r i a l s .  The g r in d in g  
o r  s h a k i n g  w as c a r r i e d  o u t  f o r  v a r y in g  p e r io d s  o f  t i m e u^p  
t o  5 h o u r s . .  A s m a l l  am o u n t o f  c e l l  d i s r u p t i o n ,  o c c u r r e d  o n l y  . 
a f t e r  t h e  m o s t  v i g o r o u s  t r e a t m e n t - b u t  no e n z y m i c a l l y  a c t i v e  
e x t r a c t s  w e re  o b t a i n e d .
An a c e t o n e - d r i e d  c e l l - f r e e  p r e p a r a t i o n  w h ich  f e r ­
m e n te d  g l u c o s e  w as o b t a i n e d ' b y  a n  a d a p t a t i o n  o f  t h e - m e t h o d  
o f  H o b h s t e r  a n d  Q p a s t e l  ( 1 9 5 1 ) ' .  F r e s h  b a k e r s ’ y e a s t  ( l O g . ) , r  
was m ix e d  w i t h  n i c o t i n a m i d e '  ( 0 . 5 g . ) , B a l l o t i n i  (S -.O g.) f i n e  
P y r e x  g l a s s  p ow d er (1 0 g ;  j; a n d , p o t a s s p h o s -  
p h a t e c  ( 5 m l.  ) ; - ht he P y r e x  pow der p r e p a r e d  by  g r i n d i n g  r
" y ' " - / s #  : -
P y r e x  g l a s s  i n  a  m o r t a r  an d  t a k i n g  o f f  t h e  f i n e s t  p a r t i c l e s  
b y  f l o t a t i o n  f ro m  a  b e a k e r  h a v i n g  a  s lo w  r u n n i n g  s tre a m  o f  
w a t e r .  T he m i x t u r e  was h o m o g en ised , i n  t h e  c o l d ,  i n  a  
g l a s s  P o t t e r - E l v e h j l W i  h o m o g e n is e r , f o r  t h r e e  5 m in u t e  p e r i o d s ,  
a t  4 0 0 r . p . m .  T he c e l l - f r e e  su p e r n a ta n t  o b ta in e d  on  c e n t r i ­
f u g i n g  o f f  t h e  c e l l  d e b r is  a n d  g l a s s  p o w d e r  was p o u red  i n t o  
c o l d  a c e t o n e .  The f l o c c u l e n t  p r e c i p i t a t e  w as f i l t e r e d  o f f  
an d  w ash e d  q u ic k ly  w i t h  c o l d ,  d ry  a c e t o n e .  A w h i t e  p o w d e r  - 
(5 0 0 m g .)  w as o b t a i n e d  w h ic h  h a d  f e r m e n t a t i v e  a b i l i t y ^  b u t  ho 
p r e p a r a t io n s '  w ere o b t a i n e d  h a v i n g  a n  a c t i v i t y  a s  h i g h  a s  t h a t  
r e p o r te d  by H o c h s t e r  a n d  Q u a s t e l  ( 1 9 5 1 ) .
3.2. Maceration lu ice.
M a c e r a t i o n  o f  d r i e d  b a k e r s ’ y e a s t ,  w i t h  w a t e r ,  
d o e s  h o t  p r o d u c e  e n z y m i b a i l y  a c t i v e  j u i c e s ,b u t  N euberg an d  
L u s t l g  (1 9 4 2 b )  r e p o r t e d  t h a t  a c t i v e  j u i c e s  c o u l d  b e  o b t a i n e d  , 
b y  m a c e r a t in g  A m erican  b a k e r s ’ y e a s t  w i t h  ammonium p h o s p h a t e .
An a c t i v e  f e r m e n t i n g  j u i c e  w as o b t a i n e d  f ro m  D O E 'b a k e r s ’ 
y e a s t  b y  a n  a d a p t a t i o n  o f  t h i s  m e t h o d ,u s i n g  a  m o re  v ig o r o u s  
t r e a t m e n t .
F r e s h  b a k e r s-’ÿ ^ o e ^ s t  ( 450g . ) w as c ru m b le d  i n t o  s m a l l  ' ^
f r a g m e n t s  a n d  s p r e a d  in .  3 - 5mm. l a y e r s  o n  l a r g e  s h e e t s  o f  
f i l t e r  p a p e r .  ; T h e  y e a s t  w as d r i e d  i n  a i r  a t  18-2Q b f o r  
84  h o u r s .  T he h a r d ,  l i g h t - b r o w n  g r a n u l e s  o f  d r i e d  y e a s t . 
w ere g r o u n d  t o  a  p o w d e r  a n d  s t o r e d  i n  a  s t o p p e r e d  b o t t l e  a t  
0 ^ .  T h i s  d r i e d  y e a s t  pb w d èf w as -m acerated  w i t h  3 v o lu m e ê  
o f  ammonium h y d r o g e n  p h o s p h a t e  f o r  6 h o u r s  a t  3 7°  an d  t h e n  
s h a k e n  v i g o r o u s l y  f o r  3 h o u r s  a t  3 7 ° .  The c l e a r ,  y e l l o w  
l i q u i d  w h ic h  w as c e n t r i f u g e d  o f f  f ro m  t h e  m a c e r a t i o n  m ix ­
t u r e ,  r e t a in e d  i t s  f e r m e n t a t iv e  a b i l i t y  f o r  8 -1 0  d a y s  when 
s t o r e d  a t  0 °  w i t h  a  d ro p  o f  t o l u e n e .  A c t i v e  m a c e r a t i o n  
j u i c e s  w e re  o b t a i n e d  f ro m  t h e  d r i e d  p o w d e r  w h ic h  h a d  b e e n  
s t o r e d  a t  0 °  f o r  3 m o n th s .
T he m a c e r a t i o n  j u i c e  o b t a i n e d  i n  t h i s  m anner f e r -  
m e n t a t e d  g l u c o s e  o n l y  a f t e r  an i n d u c t i o n  p e r i o d  o f  50 
m i n u t e s . T h e  a d d i t i o n  o f  a n  a c t i v â t i n g -m i x t u r e  c o n t a i h i n g  r yy 
8 X 1 0 " %  M jp,; S .O - x  1 0 " %  DPE, 2 »  10"% : .M g++,, 2 . x  10'
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, a n d  0 . 1 2 5 #  a c e t a l d é h y d e  d e c r e a s e d  t h i s  . i n d u c t i o n  p e r i o d  
hy  4 0 -4 5  m i n u t ë â .
F r u c t o s e  d i p h o s p h a t e  w as f e r m e n t e d  r e a d i l y  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  a c t i v a t o r s  a f t e r  a n  i n d u c t i o n  p e r i o d  o f  a b o u t  
5 -1 0  m i n u t e s .
-  2 5 6  -
5 . 5 .  D r y  I c e  Y e a s t .
5 . 5 . 1 .  I n t r o d u c t i o n .
T he a c e t o n e  d r i e d  e x t r a c t s  a n d  t h e  L eb ed ew  e x t r a c t  
( 5 . 1 . ,  5 . 2 . )  s u f f e r  f ro m  t h e  d e f e c t  t h a t  n o t  a l l  o f  t h e  
enzym es p r e s e n t  i n  t h e  i n t a c t  c e l l  a r e  f o u n d  i n  th e ,  c o r r e s ­
p o n d in g  e x t r a c t .  F r o z e n  e x t r a c t s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  c o n ­
t a i n  enzym es w h ic h  a r e  n o r m a l l y  l e f t  b e h i n d  w i t h  t h e  c e l l  
f r a g m e n t s .  The f i r s t  f r o z e n  e x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d  b y  
D ix o n  an d  A t k i n s  ( 1 9 1 3 ) ,  b y  p l a c i n g  p r e s s e d  b r e w e r s ’ y e a s t ,  
w ra p p e d  i n  p a p e r ,  i n  l i q u i d  a i r  f o r  1 0 - 1 5  m i n u t e s .  On 
a l l o w i n g  t h e  f r o z e n  y e a s t  t o  th a w  o u t ,  a  l i q u i d  y e a s t  was 
p r o d u c e d  w h ic h  h a d  h i g h  f e r m e n t a t i v e  a b i l i t y .  I t  was f o u n d  
t h a t  no a u t o l y s i s  took, p l a c e  d u r i n g  t h i s  p r o c e d u r e ,  a n d  t h a t  
t h e  e x t r a c t  c o u l d  b e  c o n c e n t r a t e d  t o  d r y n e s s  w i t h o u t  dam age 
t o  t h e  enzym es  p r e s e n t .  T he pH o f  s u c h  e x t r a c t s  was 
r e p o r t e d  t o  b e  6 . 2 ^by T a i t  a n d  F l e t c h e r  ( 1 9 2 6 ) ,  w h ic h  i s  i n  
g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  pH o f  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  i n t a c t  
c e l l  r e p o r t e d  b y  Conway a n d  Downey ( 1 9 5 0 ) .
L a t e r ,  L y n e n  (1 9 3 9 )  r e p o r t e d  t h a t  im m e r s io n  o f  
f r e s h ,  w a s h e d ,  b a k e r s ’ y e a s t  i n  l i q u i d  a i r  o r  n i t r o g e n  f o r  
2 -9 6  h o u r s  d e s t r o y s  r e s p i r a t i o n  an d  a n a e r o b i c  f e r m e n t a t i v e  
p o w e r .  T he j u i c e  o b t a i n e d  f ro m  y e a s t  t r e a t e d  i n  t h i s  m a n n e r  
a p p e a r e d  t o  b e  i d e n t i c a l  w i t h  B u c h n e r  p r e s s e d  j u i c e ,  sh o w in g  
a l l  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  c e l l - f r e e  f e r m e n t a t i o n ;  The
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j u i o e  c o u l d  b e  e v a p o r a t e d  i n  v a c u o  b e lp w  0 ^ ,  w i t h o u t  c h a n g e  
o f  a c t i v i t y .
K r e b s ,  G u r i n ,  a n d  E g g l e s t o n  (1 9 5 2 )  t r e a t e d  b a k e r s ’ 
y e a s t  w i t h  a n  e x c e s s  o f  d r y  i c e  f o r  20 m i n u t e s ,  a n d  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  l i q u i d  y e a s t  o b t a i n e d ,  on  t h a w i n g ,  c o u l d  o x i d i s e  
many d i -  an d  t r i c a r b o x y l i c  a c i d s  w h ic h  a r e  n o t  a f f e c t e d  by  
u n t r e a t e d  y e a s t  c e l l s .  T he f e r m e n t a t i v e  a b i l i t y  o f  t h i s  
p r e p a r a t i o n  w as f o u n d  t o  b e  d e p e n d e n t  on  t h e  i n i t i a l  t e m p e r a -  
t u r e  o f  t h e  y e a s t .  Y e a s t  w h ic h  was h e a t e d  t o  50°  b e f o r e  
c o l d  t r e a t m e n t ,  show ed  n o  f e r m e n t a t i v e  a b i l i t y  w h a t e v e r .
A l i q u i d  y e a s t  p r e p a r e d  b y  a  r a t h e r  l e s s  v i g o r o u s  
t r e a t m e n t  t h a n  t h a t  u s e d  by  K r e b s  je t ^  h a d  h i g h  f e r m e n t a t i v e  
a b i l i t y  a n d  p h o s p h o r y l a t i n g  a c t i v i t y .  The m e th o d  o f  
p r e p a r a t i o n  an d  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  e x t r a c t  a r e  d e s c r i b e d  
b e lo w .
3 . 3 . 2 .  M e th o d  o f  P r e p a r a t i o n  a n d  P r o p e r t i e s .
B a k e r s ’ y e a s t  w as c ru m b le d  i n t o  a  w i d e - n e c k e d  
p o l y t h e n e  b o t t l e  w h ic h  w as p l a c e d  i n  a  s o l i d  c a r b o n  d i o x i d e -  
a c e t o n e  m i x t u r e .  T he  b o t t l e  w as s h a k e n  a t  i n t e r v a l s ,  a n d  
a f t e r  15  m i n u t e s  was p l a c e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  2 0 ° ,  when 
t h e  y e a s t  b e g a n  t o  l i q u i f y .  A f t e r  t h r e e  f r e e z i n g  an d  
th a w in g  t r e a t m e n t s  t h e  y e a s t  becam e c o m p l e t e l y  l i q u i d .
T h i s  l i q u i d  was t h e  ’’d r y  i c e ” y e a s t  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t s  
d e s c r i b e d  i n  P a r t  I .  2 . 5 . 3 . 2 . ,  an d  P a r t  I I .  2 . 3 . 1 .
-  2 5 8  -
i t  was f o u n d  t h a t  f r e s h  y e a s t  c o u l d  h e  l i q u i f i e d  
m ore  e a s i l y  t h a n  y e a s t  w h ic h  h a d  b e e n  s t o r e d  f o r  some t i m e .  
Y e a s t ,  t r e a t e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  r e m o v a l  f ro m  t h e  r e f r i g e r a t o r ,  
g a v e  m o re  a c t i v e l y  f e r m e n t i n g  e x t r a c t s  t h a n  y e a s t  t r e a t e d  
a f t e r  r e m a i n i n g  a t  1 8 °  f o r  a  f e w  h o u r s .  T he a c t i v i t i e s  o f  
v a r i o u s  c o l d  t r e a t e d  y e a s t  p r e p a r a t i o n s  a r e  shown i n  T a b l e  X I I .
t a b l e  X I I .
'Y e a s t  ■ ' ' - • 
(25m g. w e t / w t . ) I n i t i a lT e m p e r a tu r e
F e r m e n t a t i o n  r a t e  
GO2 f o r m e d / h o u r
F r e s h 0 4 0 0 -4 2 5
18 3 6 0 -3 8 0
S t o r e d 0 3 4 0 -3 7 0
18 3 2 0 -3 5 0
As d e s c r i b e d  i n  P a r t  I . ,  s e c t i o n  2 . 3 . 3 . 2 . ,  t h e  
a d d i t i o n  o f  ATP t o  o l d  d r y  i c e  y e a s t  i n c r e a s e d  t h e  f e r m e n t a t i o n  
r a t e  o f  g l u c o s e  b y  t h e s e  p r e p a r a t i o n s .  F r e s h l y  p r e p a r e d  
c o l d - t r e a t e d  y e a s t ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  KF, u t i l i s e d  ATP, 
m e a s u r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  C o lo w io k  a n d  K a l c k a r  ( 1 9 4 3 ) ,  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  a  s u i t a b l e  s u b s t r a t e .  Some ATP b re a k d o w n  
o c c u r s  w i t h o u t  a d d i t i o n  o f  p h o s p h a t e  a c c e p t o r s ,  d u e  p o s s i b l y  
t o  t h e  p r e s e n c e  o f  A T Pase  i n  t h e  p r e p a r a t i o n ,  o r  e n d o g e n o u s  
p h o s p h a t e  a c c e p t o r s .  T he  u p t a k e  o f  ATP was d i f f i c u l t  t o  
d e m o n s t r a t e  i n  p r e p a r a t i o n s  m ade f ro m  s t o r e d  y e a s t , o r  i n  o l d  , 
d r y  i c e  y e a s t  p r e p a r a t i o n s .
— 259 —
D i f f e r e n t i a l  s t a i n i n g  w i t h  t h e  Gram s t a i n i n g  
t e c h n i q u e  show ed t h a t  a b o u t  75% o f  t h e  c e l l s  r e m in e d  w h o le  
a f t e r  t h e  c o l d - t r e a t m e n t .  Y e a s t ,  c u l t u r e d  on  a g a r  s l a n t s  
f ro m  s e r i a l l y  d i l u t e d  d r y - i c e  y e a s t  show ed t h a t  1 2 $  o f  t h e  
c e l l s  w e re  v i a b l e  a f t e r  c o l d  t r e a t m e n t .
:v v.,f — . E60 — , S .-r, ,'
5.4. Tkê lsolattôa of .Partially Purified Eexokiüasé'from.,; \
B a k e r s  * Y e a s t  .
3 . 4 . 1 .  . I n t r b d u o t i o n .
l i e x o k i n a s e  w as f i r s t  o b t a i n e d  i n  a  p a r t i a l l y  
p u r i f i e d  fo rm  f ro m  b a k e r s *  y e a s t  b y  M e y e rh o f  ( 1 9 BY) w ho, - 
a f t e r  e x t r a c t i n g  t h e  to lu en e~ p lasm o ly s!e ;d 5 ft^  y e a s t  w i t h  w a t e r ,  
p r e c i p i t a t e d  t h e  enzym e , t o g e t h e r  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s ,  w i t h  
50% a l c o h o l  a t  0*^. A d d i t i o n  o f  w a t e r  t o  t h e  p r e c i p i t a t e d  
p r o t e i n  c a u s e d  t h e  enzym e t o  go  i n t o  s o l u t i o n ,  l e a v i n g  much 
i n s o l u b l e  i n a c t i v e  m a t e r i a l .
O o lo w ic k  a n d  E a l c k a r  (1 9 4 3 )  f r a c t i o n a t e d  a  h e x o -  
k i h a s e  p r e p a r a t i o n , -  o b t a i n e d  b y  t h e  m e th o d  d e s c r i b e d  by  
M e y e rh o f  (19E 7) w i t h  ammonium s u l p h a t e .  The f r a c t i o n  p r e ­
c i p i t a t i n g  b e tw e e n  50 an d  75% s a t u r a t i o n  was d r i e d  i n  v a c u o , 
i n  t h e  c o l d ,  a n d  s t o r e d  i n  a  d e s i c c a t o r .  The d r y  p o w d e r  
w as r e p o r t e d  t o  b e  s t a b l e  f o r  some m o n th s  w i t h o u t  l o s s  o f  
a c t i v i t y .
L a t e r  w o r k e r s  who o b t a i n e d  h e x o k i n a s e  i n  a  h i g h l y  
p u r i f i e d  fo rm ,' p r e p a r e d  a n  a q u e o u s  e x t r a c t  o f  t h e  enzyme b y  
t h e  m e th o d  o f  M e y e r h o f , b u t  u s e d  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  t o  
o b t a i n  a  c r y s t a l l i n e  p r o d u c t .
B a i l e y  a n d  Webb (1 9 4 8 )  f o u n d  t h a t  1% g l u c o s e  
s t a b i l i s e d  th e-  en zy m e , c o n f i r m i n g  v a n  H e y n in g e n *  s  (1 9 4 1 )  
o b s e r v a t i o n ,  b u t  f o u n d  t h a t  g l u c o s e  a l s o  r e t a r d e d  a u t o l y s i s .
F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  show ed  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  o j s t e i n e  , 
o r  n e u t r a l i s e d  so d iu m  s u l p h i d e ,  e f f e o t e d  s t a b i l i s a t i o n  a n d  
a c o e l e r a t i o n  o f  a u t o l y s i s .  F u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  was accom ­
p l i s h e d  b y  a d s o r p t i o n ,  f i r s t  o f  I m p u r i t i e s  an d  t h e n  t h e  
enzym e , on  t o  c a l c i u m  p h o s p h a t e  g e l ,  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  an d  
c r y s t a l l i s a t i o n  b e i n g  c a r r i e d  o u t  by  ammonium s u l p h a t e  
. f r a c t i o n a t i o n .
,In  t h e i r  m e th o d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  h e x o k i n a s e  
B e r g e r  ^  § 1  (1 9 4 6 )  u s e d  no  s t a b i l i s e r  when p l a s m o l y s i n g  
t h e  y e a s t ,  a l t h o u g h  a l l  s u b s e q u e n t  o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  
o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1% g l u c o s e .  P u r i f i c a t i o n  was accom ­
p l i s h e d  by  a l c o h o l  f r a c t i o n a t i o n  and  - a d s o r p t i o n  o n to  
a lum in ium , h y d r o x i d e  g e l .  T he  f i n a l  c r y s t a l l i s a t i o n  w as 
c a r r i e d  o u t ,  w i t h  d i f f i c u l t y ,  f r o m  a l c o h o l ,  i n  t h e  c o l d .
k u n i t z  a n d  M a cD o n a ld * s  m e th o d  (1 9 4 6 )  f o r  t h e  i s o l a ­
t i o n  o f  t h e  p u r e  enzym e l i a s  becom e t h e  o n e  m o s t  g e n e r a l l y  
u s e d .  T he  p r e l i m i n a r y  p l a s m o l y s i s  w as c a r r i e d  o u t  w i t h o u t  
a  s t a b i l i s e r  b u t  a l l  f u r t h e r  o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d , o u t  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  1% g l u c o s e .  T he m e th o d s  o f  IM o rth ro p , 
K u n i t z ,  an d  o t h e r s  f o r  enzym e c r y s t a l l i s a t i o n  w e r e  t h e n  
a p p l i e d  t o  h e x o k i n a s e .  K u n i t z  an d  M acD onald  w e r e  a b l e ,  b y  
c a r e f u l  ammonium s u l p h a t e  f r a o t i o n a t i o n ,  t o  i s o l a t e  a  . 
c o n c e n t r a t e d ' h e x o k i n a s e - f r a c t i o n  w h ic h ,  a f t e r  f r a c t i o n a t i o n  
w i t h  a l c o h o l  y i e l d e d  C r y s t a l l i n e . h e x o k i n a s e .  .
T he  t h r e e  m e th o d s  d e s c r i b e d  a b o v e  v a r y  c o n s i d e r a b l y  
i n  g e n e r a l ,  an d  i n  d e t a i l .  I t  was t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  ' /  
p a r t  o f  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  t o  e s t a b l i s h  a  m e th o d  f o r  
o b t a i n i n g  h e x o k i n a s e  i n  a  h i g h l y  p u r i f i e d ,  i f  n o t  c r y s t a l l i n e ,  - 
fo rm ,  by  a d a p t i n g  t h e  m e th o d s  d e s c r i b e d  t o  t h e  c o n d i t i o n s  
o b t a i n i n g  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  T h e s e  c o n d i t i o n s  may beIs u m m a r i s e d : -  I
y  I( a )  ÿ $ h e  l a r g e s t  c o n v e n ie n t  am ount o f  y e a s t  w h ic h  , c o u l d
«
b e  p M s m o ly s e d  a t  o n e  tp m e  w as 7 l b
A l l  l a r g e r  f i l t r a t i o n s  h a d  t o  b e  done a t  e x i s t i n g
fo u t s i d e ,  o r  room t e m p f f a t u r e s .
( c )  C e n t r i f u g a t i o n  i c o u l d  b e  ' c a r r i e d  o u t  a t  t e m p e r a t u r e s  ,
f ro m  5 - 1 0 °  f o r  o n l y  v e r y .s h o r t  p e r i o d s .
P r e l im in a r y  i n v e s t i g a t i o n s  show ed t h a t  t h e  c o n ­
d i t i o n s  s u g g e s t e d  by; t h e  A m e r ic a n  w o r k e r s  f o r  t h e  p l a s m o l y s i s  • 
o f  t h e  y e a s t  w e re  n o t  s e v e r e  en o u g h  t o  g i v e  a c t i v e  h e x o k i n a s e  
e x t r a c t s  u s i n g  t h e  s t r a i n  o f  y e a s t  s u p p l i e d  b y  t h e  DGL 
Com pany. B a i l e y  a n d  Webb (1 9 4 8 )  a l s o  n o t e d  t h e  d i f f e r e n c e  - 
b etw e en  A m e r ic a n  an d  E n g l i s h  y e a s t s  i n  t h i s ,  r e s p e c t ,  a n d  
u s e d  l o n g  e x t r a c t i o n  p e r i o d s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n e u t r a l i s e d  
so d iu m  s u l p h i d e  t o  o b t a i n  a c t i v e  a q u e o u s  h e x o k i n a s e  e x t r a c t s .  
E a r l i e r ,  B a c h ,  D ix o n ,  a n d  Z e r f a s  ( 1 9 4 6 ) ,  when i s o l a t i n g  • 
y e a s t  l a c t i c  d e h y d r o g e n a s e ,  f o u n d  t h a t  D e l f t  y e a s t  was 
p l a s m o l y s e d  mucjl m o re  r e a d i l y  t h a n  M a n c h e s t e r  y e a s t .  F rom  
a  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e s e  f i n d i n g s  i t  was d e c i d e d  t o  i n v e s t i -  ' 
g a t e  t h e ,  b a s t  m e th o d  o f  y e a s t  p l a s m p l y s i s  f o r  th e ;  s u p p l i e d - y e a i s t
■ : .  M Ê M Ê Ê M Ê â s Ê Ê Ê i : -  . :
- ■ . . .  . ■ " 
I t  was e m p h a s i s e d  b y  p r e v i o u s  w o r k e r s ,  a n d  c o n -  t
f i r m e d  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  t h a t  t h e  e n z y m a t i c  • ■ ; 
a c t i v i t y  o f  h e x o k i n a s e  i s  g r a d u a l l y  l o s t  a t  t e m p e r a t u r e s  
a b o v e  5 ° ,  t h e  r a t e  o f  i n a c t i v a t i o n  i n c r e a s i n g  r a p i d l y  w i t h  
a  r i s e  i n  t e m p e r a t u r e .  A l l  o p e r a t i o n s  s u b s e q u e n t  t o  t h e  
a c t u a l ,  p l a s m o l y s i s  w e r e ,  t h e r e f o r e ,  c a r r i e d  o u t  a t  a  te m ­
p e r a t u r e  a s  n e a r  5^ a s  w as p r a c t i c a b l e .  T he d i f f i c u l t y  i n  
m a i n t a i n i n g  a c c u r a t e  t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  a t  t h e  l o w e r  tem ­
p e r a t u r e s  e x c lu d e d  a l c o h o l  p r e c i p i t a t i o n  a s  a  m e th o d  o f  
f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  l a r g e r ;  v o lu m e s  o f  c r u d e r  m a t e r i a l .
The i n v e s t i g a t i o n ,  t h e r e f o r e ,  d e v e lo p e d  a l o n g  tw o 
m a in  c h a n n e l s v  ( a )  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  b e s t  m e th o d  f o r  
p l a s m o l y s i n g  y e a s t ,  a n d  ( b ) t h e  i s o l a t i o n  o f  a n  a c t i v e  
h e x o k i n a s e  p r e p a r a t i o n  w i t h o u t  n s i n g  a l c o h o l  p r e c i p i t a t i o n  
i n  t h e  p r e l i m i n a r y  s t a g e s .
3 . 4 . S . Y e a s t  P l a s m o l y s i s .
P r e l i m i n a r y  e x p e r im e n ts  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r ­
m in e  t h e - b a s t . p l a s m o l y s i n g  a g e n t  f o r  t h i s  y e a s t .  The am oun t 
o f  p l a s m o l y s i s  u n d e r  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  was d e t e r m i n e d  by  • 
h i s t o c h e m i c a l  u a e t h o d s .
... T he num be r  o f  y e a s t  c e l l s  r e m a in in g  a f t e r  p l a s ­
m o ly s in g :  t r e a t m e n t  w as d e t e r m i n e d  by  c o u n t i n g  t h e  w h o le  
c e l l s  p resen t^  i ^  o f  th e  t r e a t e d  y e a s t .  the c o h h t- .
ing^ w asvm ade e a s i e r  b y  s t a i n i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  w i t h  m e th y l  .
i p s s f* r
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v i o l e t ,  b u t  i t  w as s t i l l  d i f f i c u l t  t o  d e t e r m i n e  t h e  num be r  
o f  c e l l s  w h ic h  h a d  b e e n  o n l y  p a r t i a l l y  d is r u p t e d .  The 
Gram s t a i n i n g  r e a c t i o n  w as f i n a l l y  a d o p t e d ,  t h i s  m e th o d  o f  
d i f f e r e n t i a l  s t a i n i n g  sh o w in g  b o t h  t h e  b r o k e n  a n d  u n b r o k e n  
c e l l s .  H e n ry  an d  S t a c e y  (1 9 4 3 )  r e p o r t e d  t h a t  u n b r o k e n  y e a s t  
c e l l s  g i v e  a  G ram p o s i t i v e  r e a c t i o n  b u t  when t h e  s u r f a c e  i s  
rem o v ed  f ro m  t h e  y e a s t  c e l l  a; - Gram n e g a t i v e  r e a c t i o n  c a n  
b e  d e m o n s t r a t e d .  An a l i q u o t  o f  t h e  p l a s m o l y s e d  y e a s t  w a s , 
t h e r e f o r e ,  s t a i n e d  w ith  m e th y l  v i o l e t , -  m ordanted  w i t h  i o d i n e  
a n d  th e n  t r e a t e d  w ith  a c i d  f u s c h i n .  W hole c e l l s  r e m a in in g
a f t e r  s o l v e n t  t r e a t m e n t  w ere, s t a i n e d  b l u e  an d  t h e  ru p tu r e d  
c e l l s  an d  c e l l  V f r a g m e n ts  s t a i n e d ;  r e d .  - The p e r  c e n t a g e  o f  
c e l l s  b r o k e n  by  t r e a t m e n t  w i t h  v a r i o u s  s o l v e n t s  i s  shown i n  
t a b le  m i .
. tABLE X I I I .
P l a s m o l y s i s  t im e 0 . 5 1 . 0 2 .0 4 .0  6.1
( h o u r s )
fo o f p l a s m o l y s e d  c e l l s
T o lu e n e 12 41 67 85 95
B e n z e n e 6 1 8 32 4 8  60
E t h y l  a c e t a t e 14 36 71 88 96
C h lo ro f o rm 8 21 36 51 55
As t h e  e n z y n io  a c t i v i t y  ô f  t h e  t o l u e n e . t r e a t e d  
c e l l s ,  a s  m e a s u r e d  by  ATP u p ta k e ,  w as' g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  
c e l l s  t r e a te d '  w i t h  e t h y l  a c e t a t e  (t a b le  X I V . . ) : t o l u e n e  w as 
u s e d  a s  t h e  p l a s m o l y s i n g  a g e n t  i n  a l l  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s .
TABLE XIV.
P l a s m o l y s i n g  a g e n t P h o s p h a t e  u p t a k e  (mM. ATP p e r  h o u r / m l . )  
4 h r .  p l a s m o l y s i s  6 h r .  p l a s m o l y s i s
T o lu e n e  
E t h y l  a c e t a t e
0 .2 2 6  0 .2 8 7  
0 . 2 1 4  0 .2 7 3
T he y i e l d  o f  enzym e io b t a i n e d  f ro m  t h e  p l a s m o l y s e d  
y e a s t  by  e x t r a c t i o n i w i t h  2 v o l u m e s \ o f  w a t ë r  a t  0 °  f o r  18  ’ 
h o u r s ,  a f t e r  t h e  m e th o d  o f  B e r g e n  ^et n l  1 1 9 4 6 )  a n d  K u n i t z  an d  
M acD onald  ( 1946 ) , was v e r y  s m a l l ;  A d d i t i o n ,  o f  n e u t r a l i s e d  
so d iu m  s u l p h i d e ,  a f t e r  t h e  m e th o d  o f  B a i l e y  a n d  Webb ( 1 9 4 8 ) ,  
g a v e  a  h i g h e r  y i e l d  o f  e x t r a c t e d  p . r b t e i n  h a v i n g  g o o d  h e x o -  ' 
k i n a s e  a c t i v i t y .  I t  w as n o t i c e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  so d iu m  
s u l p h i d e  t o  t h e  a q u e o u s  p l a s m o l y s e d  e x t r a c t  r a i s e d  t h e  pH 
f ro m  a b o u t  4 . 5  t o  a b o u t  6 , 5 .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t  show ed t h a t  
t h e  a d d i t i o n  o f  am m onia t o  t h e  p l a s m o l y s e d - a q u e o u s  e x t r a c t  
t o  pH 6 .5 ^  g a v e  s i m i l a r  y i e l d s  o f  en zy m e. T he ammonia t r e a t ­
m e n t , r e q u i r i n g  1 8  h o u r s  e x t r a c t i o n  t i m e  a t  5 °  i n s t e a d  o f  t h e  
48 h o u r s  a t  2 0 -2 5 0  u s e d  by  B a i l e y  an d  Webb, w as a d h e r e d  t o  
i n  a l l  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s .
'  -
5 . 4 . 3 .  E x a m in â t  l 'o n  o f  t h e m r e v l o u s l y  i p u b l i  s h e d  M e th o d s  f o r  ' 
t h e  P r é p a r a t i o n ‘:0 f  . H e x o k i n a s e .
' ; F rom  a  C o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  t h r e e  p u b l i s h e d  m e th o d s ;
f o r  t h e ' i s o l a t i o n  o f  h e x o k i n a s e  i t  w as s e e n  t h a t  t h e  p u r i f i a  
c a t i o n  r e q u i r e d  t h r e e  m a in  o p e r a t i o n s ,  ( a )  i n e r t  p r o t e i n  i s  
rem oved  f ro m  t h e  y e a s t  p r o t e i n  o b t a i n e d  f ro m  t h e  p l a s m o l y s e d  
y e a s t  l i q u o r ;  ( b) t h e  h e x o k i n a s e  i s  o b t a i n e d  i n  a  m o re  co n ­
c e n t r â t  ed  fo rm ;  ( c) a f t e r  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h i s  c o n c e n t r a t e d  
h e x o k i h a s e . s o l u t i o n  w i t h  a l c o h o l ,  c r y s t a l l i s a t i o n  i s  accom ­
p l i s h e d :  f ro m  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  s o l u t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
s m a l l  'am o u n ts  o f  ammonium s u l p h a t e .
(a ) f  B o th  B e r g e r  e t  a l .  ( 1946) ' and  B a i l e y  a n d  Webb (1 9 4 8 )
f i r s t  p r e c i p i t a t e d  a l l  o f  t h e  p r o t e in  from  th e  p l a s m o l y s e d .  
y e a s t  l i q u o r  a n d . ; t h e n  re m o v e d  I n e r t  p r o t e i n ,  and e n z y m e s ,  
o t h e r ' t h a n  h e x o k i n a s e  f ro m  t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n .  T h i s  
was a c c o m p lis h e d  b y  B e r b e r  e t  a l  b y  a c e t i c  a c i d  p r e c i p i t a t i o n  
o f  th e  i n e r t ;  p r o t e i n ,  a n d  a l c o h o l  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  r e m a i h t  
i n g  p f d t e i h : B a i l e y  a n d  Webb a d s o r b e d  i n e r t  m a t e r i a l  o n  t o  ' - 
c a l c i u m  p h o s p h a t é  g e l ,  and f r a c t io n a t e d :  o u t  p r o t e in  o t h e r  
t h a n  h e x o k i h a s é ; u s i n g  ammonium s u l p h a t e .  K unitz and  
M acD o n a ld , h o w e y e r ,  rem o v e d  t h e  b u l k  o f  th e  i n e r t  p r o t e i n  by  
d is c a r d in g  a l l  / o f  t h e  ; m a t e r i a l ' w h ich  p r e c i p i t a t e d  o u t  • - "Uk 
o n - 50, p e r  ; c e n t . , ammonium s u l p h a t e  - s a t u r a t i o n  o f  t h e  ; o r i g i n a l '   ^
a u t o l y s e d  .11  qUor : -
E x p e r im e n t s  c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  D e p a r tm e n t  
( l o h n s t o n e ,  1953) show ed  t h a t  a d s o r p t i o n  o n to ,  a n d  e l u t i o n  
fro m , c a l c i u m  p h o s p h a t e  g e l ,  g a v e  v e r y  v a r i a b l e  r e s u l t s ,  
ow ing  t o  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  in  t a k i n g  t h e  a d s o r b e d  
h e x o k i n a s e  o f f  th e  g e l .  T h i s  m ethod o f  p u r i f i c a t i o n  w as 
t h e r e f o r e ,  n o t  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r .
A m ethod w as f i n a l l y  a d o p t e d  w h ic h  co m b in ed  t h o s e  
o f  . K u n itz  and M acDonald and B e r g e r  ^  a l .  T he p l a s m o l y s e d  , 
e x t r a c t  was t r e a t e d  w i t h  s o l i d  ammonium s u l p h a t e  t o  5.0 p e r  
c e n t  s a t u r a t i o n  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  w as d i s c a r d e d .  
Ammonium s u l p h a t e  w as a d d e d  t o  -75%• s a t u r a t i o n ,  a n d  i n e r t  
m a t e r i a l  w as rem oved from  t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  b y  m eans  
o f  a c e t i c  a c i d .  T h i s  p r o c e d u r e  g a v e  a  t h r e e - f o l d  i n c r e a s e  ■ ' 
o f  enzym e a c t i v i t y .
5 . 4 . 3 .
(b.) . When t h e  p r o t e i n  o b t a i n e d  by  t r e a t m e n t  ( a )  was ' ^
f r a d t i o n a l l y  p r e c i p i t a t e d  w i t h  ammonium s u l p h a t e ,  f o u r  
f r a c t i o n s  w ere o b t a i n e d  h a v i n g  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y ,  t h e  
p r o t e i n  p r e c i p i t a t i n g  a t  6 5-75% s a t u r a t i o n  b e i n g  t h e  m o s t  
a c t i v e .
T h e s e  f r a c t i o n s  c o u ld  b e  k e p t  a t  0 °  f o r  p e r i o d s  up  rto ,
fo u r  m o n th s ,  w i t h o u t  l o s s  o f  a c t i v i t y ,  p r o v i d i n g  a b o u t  10 p e r
c e n t ,  o f  ammonium s u l p h a t e  w as p r e s e n t . T h i s  c o n c e n t r a t i q n  ;
o f  arm ohium  s u l p h a t e  i s  n o r m a l l y  p r e s e n t  -when t h e  p r o t e i n .  , 
p r e c i p i t a t e d ,  b y ;  th e - ,  s a l t  i s  f i l t e r e d '  o f  fv  an d  d i s  s o l  v e d . i n  : y - % -
w a t e r .  > '  ^ - ■ ' " I t
1 " ' /  t . . / -  '%68 . . . / l :  "
T he p r o t e i n  f r a c t i o n s  l o s t - h e x o k i h a s e  a o t i Y i t y  
r a p i d l y ,  e v e n  a t :  0°., w hen d i a l y s e d  a g a i n s t  w a t e r .  The ' ^
ammonitm s n l p h à t e  o o n ld  b e  rem o v ed  by d i a l y s i s  a g a i n s t  
1 pe r . c e n t  • ’ g l u c o s e  w i t h o u t  a n y  l o s s  o f  enzym e a c t i v i t y , b u t  
t h e .  d i a l y s e d - m a t e r i a l ;  d i d  n o t  r e t a i n  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  
l o n g e r  t h a n  4 . t o  5 d a y s  a t  0 ° .
T he m a t e r i a l  p r e c i p i t a t i n g  b e tw e e n  66  and 75 p e r  
c e n t ,  s a t u r a t i o n  w as u s e d  i n  m o s t  o f  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  
e x p e r i m e n t s  (P a r t  Ï I . , B . 2 . 2 . 2 .  ) . As. ammonium S u lp h a te -  - 
f r e e  s o l u t i o n s  = w e r e  n e o e s s a r y  f o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  d i a l y s i s  
w as c a r r i e d  p u t  a g a i n s t 'O V 5 p e r  c e n t ,  g l y c i n e  ^ s o l u t i o n .
K u n i t z  a n d  M acD onald  s h o w e d , t h a t  1 p e r c e n t *  g l y c i n e  p r o ­
t e c t e d  h e x o k i n a s e  s o l u t i o n s  a g a i n s t  i n a c t i v a t i o n  b u t 'B a i l e y  ' 
an d  Webb s t a t e d  t h a t  g l y c i n e  d i d  n o t  p r o t e c t  t h e i r  p r e p a r a ­
t i o n s  a g a i n s t  s p o n t a n e o u s  i n a c t i v a t i o n .  T he p r e s e n t . i n v e s t i ­
g a t i o n  show ed  t h a t  d i a l y s i s  . a g a i n s t  0 . 5  p e r  c e n t ,  g l y c i n e :  
g a v e  ammonium s u l p h a t e - f r e e  enzyme s o l u t i o n s  w h ich , r e t a i n e d  
t h e i r  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  f o r  p e r i o d s  o f  f ro m  f o u r  t o  s e v e n  
d a y s , a t  0 ° .
T he f r a c t i o n ,  p r e c i p i t a t i n g  b e tw e e n  65  a n d  75 p e r  
c e n t ,  s a t u r a t i o n  w as p u r i f i e d  f u r t h e r  by treatm ent w i t h  
a l c o h o l .  T he  p r o t e i n  s o l u t i o n  o b t a i n e d  f i n a l l y  h a d  a n  
h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  25 t i m e s  t h a t  o f  t h e  o r i g i n a l  
p l a s m o l y s e d  l i q u o r .
-  269 -  '
{ o;); % t t t o  o r y s t a l l i - a e  ih o k o k ln a à e -f rd m : ; /
t h e  m o s t  a d t i v e ?  enzymo^^ , by. t h e  m e th o d  : O f-■
E u h i t z :  .and  M aoD d i ia ld , w i t h o u t  - s u c o e s s v  i ‘ ‘ - T he  p ro b le m :  o f  /  ' V-- ; 
c r y s t a l  11 satiph:,:W ap' h o t  I n v e s t i g a t e d  S y s t e m a t i c a l l y  ' ow ing  t o  
t h e  s m a l l  a m o u n ts ^ o f  a c t i v e  m a t e r i a l ;  a v a i l a b l e .
S ,4 v  4... ,SÊxp e f  i m e n t à l ' - d ë t  a i l s  ; ' o f  - t h e  m e th o d -  e v o l v e d .  '
1 ;  -% ^  ' " r"-' ' ' . ' . '
: 7 lb*, of- f a c t o r y  f r e s h  y e a s t  (DGL) w e r e  c r u m b le d ,  h  
m ik b d  w i t h  . t o i u e h e ;  (S lO m lh )- ,  arid, m a i n t a i n e d  a t  3 8  t o  40^ 
f o r  ^  ripufsw  > To t h e  l i q u i d ;  m a ss  w e re  a d d e d  w a t e r  / ( 2 7 0 0 m l.  ) 
a n d - d i l u t e  a m o h i  B .5 - -7 .0  ( a b o u t  3 0 0 m l. o f  :
0 . p ^  y%y :a tm ip h ia ) arid t h e  m i x t u r e :  l e f t  a t  5 °  f o r  18  h o h rs ; . ;  
T he j y e r i s t  d e b r i s ;  w as f i l t e r e d  o f f  on a  25cm . B u c h n e r  f u n n e i tS ;  
th r b i ig h '% ^  G e l  on  a  # i a t m a h # 0' ; l  fi^^
p a p e r ,  g i v i n g  3 5 0 ô m l; - :ô f  ' d ï p à r  y e l l o w  l i q u i d :  ( c a l l e d  c r u d e  
extract':):;.; ■
' / 2..; E r i e c i p i t a t i o n ;  byr  ammonium s u l p h a t e .
. : o f  t h e  c r u d  e b x t r a C  t l  w as ; a d d e d  s o i l #
ammonium s u l p h a t e  ( 3 1 4 g . )  t o  g i v e  50% s a t u r a t i p h l - i h é  : p r e -  
c i p i t a t e d  p r o t e i n  w as f i l t e r e d  o f f y à t / ; 8 ^ 1 2$:;; n n d : ; h i s c h r d e d l  
The - c l e a r  - f i l t r a t e '  w as : b r r i u g h t / to;:-7'5% s a t r i f a t i b n  b y  a d d !  t i o n  
o f  a  f u r t h e r  1 7 3 g . o f  ammonium s u l p h a t e  p e r  l i t r e .  The 
p r e c i p i t a t e  w as a l l o w e d  t o  s e t t l e  a t  5 9  f o r  1 8  h o u r s  was
-  f'-f- .  270 . : ■ ; '
, K .
f l i t e i e d  o f f a n d M i é s p l T è d '  i n  4 v o lu m e s  o f  c o l d  w a t e r ,  
( F r a o t i d n l , ) ;  /
5 ,  D i a l y s i s ; .  /  : ' :
; _ :F fa c t lp r i ;T - .  was d l a l y s e d ,  a g a i n s t  1% , g l u c o s e  s o l u t i o n  
f o r  24 h o i i r s  a t  0 °  w i t h  5 c h a n g e s  o f / g l u c o s e  s o l u t i o n ^  TheL 
ammonium su lpha te i::  c o n c e n t  r a t i o n  w as z e r o  a f t e r  t h i s  t i m e . -
( f  r a c t i o n  I I  . ),'
4 .  A c id  n r e  c i n i  t  a  t  i  on  ;  : ,
. The:; pH, o f  f r a c t i o h  I D .  w aa  a d j u s t e d  t o  4 . 7 ,  a t  0 ^ ,  
b y  t h e ; s l o #  a d d i t i o n  o f  M t a b e t i c  a c i d  ( a b o d t  2 5 m l . ) b l "  T he \  - ' ■ 1  
p r p n i p i t a t e  s w a s - f  l i t e r e d ; o f f r  i n  t h e  ' c b i d f  th ro id g h ' H y f l o  - . ; .  ^ ‘ 
S u p e r  O e l l  o H p . l  p a p e r .  .. The pH" o f  t h e  f  i  I t  r a t  e - .1"-.
w as a d j u s t e d a t  0 ° ,  c to : 5 .6   ^by  a d d i t i o n  -, o f  so d iu m  h y d r o x i d e
(a b o d t  ;1 5 m l .  ) . ( F r â ù t i p h : I H . i  . ' . -■ % , - , 4 - :,'
5 .  A iim iohibia^bulphat e^ f  r a  c t  i  o n a  t  i  o n .
F r a c t i o n  I I I . :K w a s  b r o u g h t  t o  55% s a t u r a t i o n  by  . ;V‘ 
a d d i t i o n  o f  s o l i d  ammonium, s u l p h a t e  ( I8 2 % p g y ) ,  t h e  p r e o i p i r / , /  
t a t e .  w a s - f i l t e r e c i e f f :  and l d i s s o l v e d  i n  2 v o lu m e s  o f  c o l d  ' • 
w a t e r i / i F r a b t i ë n - l Y ;  ): . t T he s a t u r a t i o n  w as ' i n c r e a s e d  t d  65% :
b y  ^ a d d i t i o r i  o f  ; bm iionium  - s u l p h a t  e ( 4 1 g . t o  g i v e  ' f r a c  t i  on  V.
The^: s a t i f  a # o h ;  was.t i n c r d a s  ed  ::'t o 75%', an d  t h  en  85% y by: a d d i t  i b n  
o f  4 3 . Og. an d  4 4 . 5 g .  ammonium s u l p h a t e  r e s p e c t i v e l y ,  g i v i n g  
^ F r a c t i o n s  V I .  a n d  V I I .
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6 •  F r a o t i o n a t i o n  w i t h  e t h a n o l .
F r a c t i o n  V I .  w as d i a l y s e d  a g a i n s t  1% g l u c o s e  a t  
0 °  f o r  20 h o u r s ,  w i t h  t h r e e  c h a n g e s  o f  g l u c o s e .  A b s o l u t e  
a l c o h o l  a t  - 1 0 °  w as a d d e d  t o  t h e  c o o l e d  s o l u t i o n  ( 6 2 m l . )  
t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  35% ( v / v ) . T he  p r e c i p i ­
t a t e  w as f i l t e r e d  o f f  u n d e r  g r a v i ty  a t  0 °  a n d  d i s c a r d e d  a n d  
t h e  e t h a n o l  c o n t e n t  o f  t h e  f i l t r a t e  r a i s e d  t o  60% ( v / v ) .
T he p r e c i p i t a t e  w as q u i c k l y  s p u n  down i n  a  c o o l e d  c e n t r i f u g e  
a n d  d i s p e r s e d  i n  10% ammonium s u l p h a t e  s o l u t i o n  ( 4 m l . ) .
-     ^ - I ' \
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''. The enzym e p r e p a r a t i o n  u s e d  i n  t h e  g i u c o s o n e  e x p e r i ­
m e n t s ,  ( P a r t  I I .  2 . 2 . 2 . 1 .  ) h a d  a n  a c t i v i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  
90 h e x o k i n a s e  u n i t s  p e r  m ^ l .  I t  w as o b t a i n e d  b y  f r a o t i o n a - • 
t i n g  t h e ; ; 5 p - 7 5% p i e c i p i t a t e r , : : ( F r a c t i o n  I . T ab le-X V .,)  W ith, 
a m m b n i u m / s u l p h a t T h e ,  f r a c t i o n  p r e c i p i t a t i n g  b e tw e e n  ' ^
65  .a n d ':75% ,s a t u f h t i o n :  was d i s s o l v e d  i n  w a t e r , an d ' d i a l y é e d  ' ■ 
a g a i n s t r  1%. g l y c i n b  b r  -d^ w a t e r .
/The "am ount o f  a o m o h iW  s u l p h a t e :  n e o e s s a r y  t o  g i v e  
a  r e q u i r e d  s à t u f â t i o h ; w h s ;  c a l c u l â t ed; f f o m ' l h e  e q u a t i o n  g i v e n  
b y  K u r i l t z  ( 1952) .
A m o i in h o f  a im n o ri iu m j.su lp h a te  r e q u i r e d '
5 3 .3
1 - /d v 3 :  x: 8 g : ; ,
w h e re  Sq -  i n i t i a l  ammonium: s u l p h a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  - ' “ 
an d  Sg f  i n a l  amhpriium s u l p h a t e  ' c o n c e n t r a t i o n .
D ix g h ' (1 9 5 3 )  h a s  p r e p a r e d  a  uo^ ûgg r a p h  from> w h ic h ^  : 
t h e  A ÿ o u ^  âmmoniu^^^ r i u l p h a t e f o r  a  r e q u i r e d  s a t u r a t i o n  
c a n  b e  c a l c u l  a t  eel* -
' y  T h é '-b r i i t  o f  a c t i v i t y  r e p o r t e d  i n  t h i s .  : i n v e s t  i g  a t  i o n  
i s  t h a t ;  .amqririf%qf ';bnzy[he_ w h ic h  c a u s é s  - a  c a r b p h  d i b x i de ou t--  
p u t  : o f  1 cub  . i r i m l p e r ' :m in ù të ;m h d e r  t h e  c o n d i f  i o n s - o f  f t h h  ;te 's^  
s y s t e m .   ^"  Ari;;amourit o f  ^ p r o t e i n  s o l u t i o n ,  s u i t a b l y  . d i l u t e d ,  
e q u i y a l e p t v t g t  20. u n i  t  s  o f  h e x o k i n a s  e -, w as c d h t a i r i e d  i n   ^e a c h  ;  
f l a s k  i n  b h e ;  e x p e r i m e n t s  d e s c r ib e d : ,  i n  P a r t  I I .  2 2 2 .  , 1 ' ;
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4 .  A i i a l y t i o â l  M e th o d s .
4 . 1 .  B a r iu m .
B a r iu m  w as e s t i m a t e d  g r a v i m e t r i o a l l y  a s  b a r iu m
s u l p h a t e .
4 . 2 .  N i t r o g e n .
N i t r o g e n  w as e s t i m a t e d  u s i n g  t h e  K j e l d a h l  m e th o d .
4 . 5 .  P h o s p h o r u s .
I n o r g a n i c  p h o s p h o r u s  w as d e t e r m i n e d  by  t h e  m e th o d  b f  
F i s k e  a n d  SubbaRow (1 9 2 5 )  ,/ a n d  by  t h e  m e th o d  o f  K in g  ( 1 9 5 2 ) .
The r e l a t i v e  d e n s i t i e s  w e r e ' m e a s u r e d  w i t h  a n  E . l . L .  c o l p r i m e t e r  
u s i n g  a n  I l f o r d  208 f i l t e r . ' ,  \
T o t a l  p h o s p h o r u s :  T-The m a t e r i a l  w as d i g e s t e d ,  w i t h  I O N - s u l p h u r i c ’ 
a c i d  pnd h y d r o g e n  p e r o x i d e  a s  d e s c r i b e d  by  LePage" ( 1 9 4 9 ) ,  o r  
w i t h  p e r c h l o f  i p  a c i d ;  a n d " h y d r o g e n  p e r o x i d e  a s  d e s c r i b e d  by  
K in g  (1 9 5 2 )  , an d  t h e  r e s u l t i n g  i n o r g a n i c ,  p h o s p h a t e  d e t e r m i n e d  
b y  e i t h e r  o f t  t h e  m e th o d s  r e p o r t e d  a b o v e .
4 i 4 .  R e d u c in g j;  B u g a r s .
r R e d u c in g , s u g a r s  w e re  d e t e r m in e d ;  b y  t h e  m e th o d  o f  ' 
N e l s o n  (1944') b s i n g  t h e  m o d i f i e d  r e a g e n t s  o f  Som ogyi ( 1 9 4 5 ,  -
19,52) . : I t  was found: t h a t  ammonium s u l p h a t e  a t  c o n c e n t r a t i o n s
g r è a t é f 4 ' t h â n  2%;f i n t e r f  ered;, w i t h  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e
The l . E v L .  o o l o r i m e t e r  w as  u s e d  t o  m e a s u r e  r e l a t i v e  
d e n s i t i e s ,  u s i n g  a n  I l f o r d  6 0 8  f i l t e r ;
4 . 5 .   
' DPN was a s s a y e d  b y ,m e a s u r i n g ; t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  
o f  a  s o l u t i o n  o f  t h e  ' r e d u c e d  m a t e r i a l  â t  340my&^, u s i n g  a  
BeckHiann s p e c t r o p h o  to m e  t e r .  The m e th o d  f o l l o w e d  was t h a t  
o f  L e P a g e  ( 1 9 4 7 ) .
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5 .  C h ro m a to g  r a p h l 6 Te c h i q u e s .
C h r o m a to g r a p h ic -  a n a l y s e s - w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  
c h e c k  t h e  h o m o g e n e i t y  o f  t h e .  c a r h o h y d r a t e s  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  
an d  a l s o  t o  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  
d e r i v a t i v e s  p r o d u c ed  e n z y m a t i c a l l y  o r  c h e m i c a l l y .  The:, r, 
s t u d i e s  r e p o r t e d  h e r e  a r e  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  p a r t s ,  ( I . )  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e s , ( I I . )  t h e  s e p a r a t i o n  o f  s u g a r  
p h o s p h a t e s ,  a n d  ( I I I . )  chrom atograp hy  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  t h e  
h e x o k i n a s e  r e a c t i o n .
5 . 1 .  S e p a r a t i o n  o f  C a r b o h y d r a t e s .
D - G l u o o s o n e , D - g l u c o s e  and  D - f r u c t o s e  w e r e  s e p a r a t e d  
i n  p h e n o l - w a t e r  ( 8 0 :  20 ) c o n t a i n i n g ,  0 ,5% b e n z o l  no x im e 
( P l a t e  5 ) .  A chrom a t o g  r a m  whs i r r i g a t e d  a t  room  t e m p e f a t u r e  
f o r  1 8 - 2 2  h o u r s - , ' d r i e d  a t -  6 0 ^ ,  and  t h e n  w a s h e d  w i th ;  e t h e r .  ■ 
The d r i e d  c h r o m a to g ra m  was p a s s e d  t h r o u g h  a- 0 .5%  c h l o r o f o r m -  
s o l u t i o n  o f  t r i p h e h y l t e t r a z o H u m  ' c H l o f i d e  (TTC ) ( T r e v e l y a n ,  ' - 
P r o c t e r ,  a n d  H a r r i s o n ;  1 9 5 0 ) , . d r i e d  a t  lOQP f o r  2 m i n u t e s ,  
an d  p a s s e d  t h r o u g h  a  0 . IM a l c o h o l i c  s o l u t i o n  o f  c a u s t i c  s o d a .  
A f t e r  b e i n g  d r i e d  a t  6 0 °  f o r  a  f e w  m i n u t e s  t h e  c h r o m a to g ra m  
was h e a t e d  a t  1 0 0 °  f o r  5 -1 0  m i n u t e s ; '  The s u g a r s . a p p e a r e d  
a s ; b r i g h t  r e d  s p o t s  on  a  w h i t e  g r o u n d ,  a n d  e x c e s s  r e a g e n t  
was  r em o v ed  by  w a s h i n g  w i t h  warm T e e p o l - w a t e r  s o l u t i o n .  T h i s  
m e th o d  h a s  p r o v e d  t o  b e h i g h l y  - s a t i s f a c t o r y  w i t h  a l l  o f  t h e  
r e d u c i n g :  s u b s t a r i c d h  t  e s t  e d ,; b u t  some comments  o n  t h e  p r o c e d u r e  
and; th e -  m a t e r i d l s ^ u s e d  a r e '  a p p e n d e d .  . .
5 .
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PLATE 5
1 .  F r u c t o s e .
2 .  G l u c o s o n e .
3 .  G l u c o s e .
4 .  G l u c o s o n e  ( a ) ,  g l u c o s e  ( b ) , f r u c t o s e  ( c ) .
The, c h r o m a to g ra m  w as  ■run on  "WhatmanKb.2 p a p e r ,  
i n  p h e n o l - w a t e r , f o r  22 h o u r s  a t  1 6 ° ;
, I t  was f o u n d  t h a t  t h e p r e s e m b e  d f  e x c e s s  p h e n o l  
o n  t h e ’ c h r o m a to g r a m  c a u s e d  much b a c k g r o u n d  c o l o u r  a f t e r  t h e  
f i n a l  h e a t i n g  a t  1 0 0 ° .  A i r  d r y i n g  f o r  l o n g " p e r i o d s  r e m o v e s  
a l l  t r a c e s  o f  p h e n o l  b u t  i t  f o u n d  t h a t  e t h e r  w a s h i n g  
r em o v e d  s u f f i c i e n t  p h e n o l  f r o m  t h e  p a p e r  t o  p r e v e n t  e x t r a n e o u s  
c o l o u r  f o r m a t i o n .  T he  d r y i n g  a t  10 0 °  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  
TTC' i s  n o t  a b s o l u t e l y  n e c e s s a r y ,  b u t  d e e p e r  f i n a l  c o l o u r s  
a r e  o b t a i n e d  i n  t h i s  m a n n e r .  E x c e s s  h e a t i n g  a t  t h i s  s t a g e ,  
h o w e v e r ,  a g a i n  p r o d u c e s  much unwanted  d i s c o l o r a t i o n .
E x p e r i m e n t  showed t h a t  t h e  f i n a l  c o l o u r  p r o d u c t i o n  c o u l d  b e  
c o n t r o l l e d  v e r y  a c c u r a t e l y  b y  m e an s  o f  t h e  so d iu m  h y d r o x i d e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a l k a l i  b a t h .  A t  a  s o d iu m  h y d r o x i d e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2 5 N - t h e  s u g a r '  s p o t s  a p p e a r e d  w i t h i n  o n e  
m i n u t e  o n  h e a t i n g  a t  1 0 0 ° ,  t h e  o h ro m a to g rh m  b e c o m in g  com­
p l e t e l y  r e d  i n  a b o u t  t h r e e  m i n u t e s .  C o n t i n u e d  d i l u t i o n  o f  
t h e  a l o d h o l i c  s o d iu m  h y d r o x id e  w i t h  e t h a n o l ,  down t o  O . IN  
o r  0 . 0 ^  a l l o w e d  m o re  l a t i t u d e  i n  h e a t i n g  t i m e ,  a b o u t  6 - 7  
m in u t e s  h e a t i n g  a t  1 0 0 °  p r o d u c i n g - b r i g h t  r e d  s p o t s  on a 
w h i t e  g r o u n d .  The m e th o d  o f  W a l l e n f e l s  ( 1 9 5 0 )  u s i n g  Bfo 
TTC i n  l .O N  sodium h y d r o x i d e  g a v e  g o o d  r e s u l t s  a l s o ,  b u t  
t h e  c o n t r o l  o f  t h e  c o l o u r  p r o d u c t i o n  i s  n o t  a s  d e f i n i t e  a s  
t h a t  o f  t h e  m e th o d  u s e d .
t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m  c h l o r i d e  f o r m s  a  r e d  f o r m a z a n  
on  r e d u c t i o n ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  e q u a t i o n :
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I t  i i a s  b e e n  known f o r  many y e a r s  t h a t  t h e  s u b s t a n c e  
i s  r e d u c e d  b y  p l a n t  t i s s u e s ,  r e d u c t i o n  b y  a  d e h y d r o g e n a s e  
b .e in g  t h e  p r o b a b l e  c a u s e  o f  t h e  e f f e c t .  TTC-g i v e s  t h e  
p h à r a o t e r i s t i c  r e a c t i o n  w i t h  p l a n t  t i s s u e s  a t  pH 7 . 2  b u t  
r e d u c i n g  s u g a r s  w i l l  n o t  r e d u c e  t h e  s u b s t a n c e "  b e l o w  pH 1 1 . 0 ,  
an d  g l u t a t h i o n e ,  c y s t e i n e  o r  a s c o r b i c  a c i d  n o t  b e l o w  pH 9 .
I t  h a s  b e e n  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  g l u c o s o n e  w i l l  r e d u c e  TTC 
a t  pH 8 . 0 . T h i s  f e a t u r e  i s  o f  some v a l u e  a s  c h r o m a to g ra m s  
w e r e  i r r i g a t e d ,  i n  some o a s e s ,  w i t h  s o l v e n t s - t h i o h  d id  n o t  
g i v e  much s e p a r a t i o n  o f  g l u c o s e  and  g l u c o s o n e .  I n  s u c h  
c a s e s  t h e  c h r o m a to g r a m  was d i p p e d ,  a f t e r  TTG t r e a t m e n t ,  i n t o  
a  b a t h  o f  p o t a s s i u m '  a c e t a t e  i n  a l c o h o l .  .- C o n s e q u e n t '  h e a t i n g
a t  1 0 0 °  p rod uced  t h e  f o r m a z a n  o n l y  w h e re  g l u c o s o n e  was
s i t e d ,  t h e  g l u c o s e  s p o t ' a p p e a r i n g  o n l y  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  
a l c o h o l i c  a l k a l i  a n d  f u r t h e r  h e a t i n g  a t  1 0 0 ° .  As g l u o o -  
s o n e  a l s o  p r o d u c e s  t h e  f o r m a z a n  a t  a  l o w e r  t e m p e r a t u r e  t h a n  
d o e s  g l u c o s e ,  u s i n g  t h e  a l c o h o l ! o - a l k a l i  b a t h ,  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  t h e  o s o n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  c a n  be a c c o m p l i s h e d  
by c a r e f u l  c o n t r o l  o f  t h e  f i n a l  h e a t i n g .
A l a r g e  number o f  s o l v e n t s  w ere t e s t e d  i n  a n  
e n d e a v o u r  t o  o b t a i n  maximum- s e p a r a t i o n  o f> . th e  c a r b o h y d r a t e s
tr ■  ^  ^ 'u s e d  .; '; : N e i t h e r  ; :s - c o l l g d i n è ^ w a t  e r  n o r  n - b u t a n o l - a c e t i c  a c i d -
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PLATE 6
1 .  G l u c o s e .
2 .  F r u c t o s e *
3 .  G l u c o s o n e .
4 .  S - d e o z y - g l u c o s e .
Tile c h r o m a to g ra m  w as  r u n  on  Whatman Ng.2 p a p e r ,  
i n  b u t a n o l - p y r i d i n e - w a t e r  ( 5 : 3 : 3 ) ,  f o r  f i v e  h o u r s  a t  37^
/ / - - ' - 2 8 l '  - '  ' ' ' ' -'
w a t e r ,  ( p a r t r i d g e ,  1948)  g a v e  a s  g o o d  a  s e p a r a t i o n  o f - g l u c o s e  
an d  g l u c o s o n e  a s  d i d  p l i e n o l - w a t e r .  The g l u c o s o n e  g a v e  some 
t a i l i n g  i n  b u t a n o l - a c e t i c  a c i d ,  an d  Pews t e r  (19:53) h a s  shown 
t h a t  g l u c o s o n e  c a n  b e  r e s o l v e d  i n t o  t h r e e  c o m p o n e n ts  u s i n g  
t h i s  s y s t e m ,  when t h e  c a r b o h y d r a t e  i s  c h r o m a t o g r a p h e d  i m m é d i a t e l  
a f t e r  b e i n g  t a k e n  i n t o  s o l u t i o n .  An e q u i l i b r i u m  s o l u t i o n  
i s  p r o d u c e d  a f t e r  a  f e w  h o u r s  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  w h ic h  shows 
o n l y  o n e  d e f i n i t e  s p o t  w i t h  some t a i l i n g .  I t  w as  f o u n d  i n  
t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s ,  t h a t  t h e  g l u c o s o n e  e q u i l i b r i u m  m ix ­
t u r e  c a n  b e  r e s o l v e d  i n t o  o n e  m a in  ^;spot  p l u s  a  s e c o n d  s p o t  
h a v i n g  a  h i g h e r  Rp, i n  p h e n o l - w a t e r .
The s e p a r a t i o n  o f  g l u c o s o n e  f ro m  g l u c o s e  was f o u n d  
t o  b e  v e r y  p o o r  i n  t h e  t h r e e  p h a s e  s y s t e m s  c o n t a i n i n g  compon­
e n t s  s u c h  a s  e t h y l a c e t a t e , '  p y r i d i h e  a n d  w a t e r  o r  e t h y l a c e t a t e  
a c e t i c  a c i d  and  w a t e r  ( l e r m y n  an d  I s h e r w o o d ,  194 :9 ) .  The 
s o l v e n t  m i x t u r e s ,  n - b u t a n o l - e t h a n o l - w a t e r ,  an d  n - b u t a n o l -  
p y r i d i n e - w a t e r  • s u g g e s t e d  b y  Hough,.^ J o n e s  an d  Wadman ( 1950)  
d i d  g i v e  f a i r l y  good- s e p a r a t i o n  o f y b h e  s u g a r s .  T hé  s e c o n d  
o f  t h e s e  two s o l v e n t s  w as  f o u n d  t o  b e  m o r e  s u i t a b l e  f o r  t h e  
p r e s e n t  w ork  an d  v a r i o u s  c o m b i n a t i o n s  ' o f  t h e  c o n s t i t u e n t s  
w e r e  t e s t e d .  I t  was f o u n d  t h a t  a  m i x t u r e  o f  n ^ b u t a n o l -  
p y r i d i n e - w a t e r  ( 5 : 3 : 3 )  r u n  a t  3 7 °  g a v e  some s e p a r a t i o n  o f  
g l u c o s e ,  g l u c o s o n e  and  f r u c t o s e  on  r u n n i n g  t h e  c h r o m a to g ra m  
f o r  SOcms. . ( P l a t e  6 ) .  G l u c o s o n e  c o u l d  n o t .  b e  i d e n t i f i e d  
o n  c h r o m a to g ra m s  d e v e l o p e d  w i t h  s o l v e n t s ; , c o n t a i n i n g  ammonia
' 282  ' ' . ' . 
on a,CGouïit Of th e  l a b i l i t y ,  o f  th e  osone. i n  th e s e  media.
b . E .  S e p a r a t i o n  o f  S u g a r  P h o s p h a t e s . .
111 o r d e r  t o  i d e n t i f y  t h e '  e h z y m a t i c a l l y  f o r m e d  
p h o s p h o r y l a t e d  s u g a r s ,  a  s t u d y . w a s ,  made o f  t h e  m e t h o d s  f o r  
s e p a r a t i n g  t h e  h e x o s e  p h o s p h a t e s  o n  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s .
The m e th o d  o f  Hah e s  a n d  I s h e r w o o d  (1 9 4 9 )  w as  f o u n d  
t o  b e  s u i t a b l e  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  g l u o o s e - l - p h o s p h a t e ,  
f r u c t o s e - l - p h o s p h a t e ,  g l u o o s e - 6 - p h o s p h a t e  a n d  f r u o t o s e - 1 : 6 - d i ­
p h o s p h a t e ,  u s i n g  e t h y l - a o e t a t e - p y r i d l n e - w a t e r  ( 1 0 0 : 4 5 : 1 0 0 )  
r u n  o n  Whatman N o . 54 p a p e r  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  1 8  h o u r s .  
P h o s p h a t e s  w e re  d e t e o t e d  b y  s p r a y i n g  t h e  p a p e r ' w i t h .  t h e  p e r -  
o h l o r i c  ' a c id - H 0 l ^ m o 3 .y b d a te  s o l u t i o n - d e s d r i b a d  b y  H a n e s  a n d  - 
I s h e r w o o d  { 1 9 4 9 ) .  A f t e r  h e a t i n g  a t  1 0 0 °  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s  
t h e  o h ro m a to g ra m  w as  s p r a y e d  w i t h  a. r e d u c i n g  s o l u t i o n  o f  
a m i d o l  ( 2 . 0 g . ) ,  s o d iu m  b i s u l p h i t e  ( 5 . O g . ) ,  w a t e r  ( 5 5 m l . )  
a n d ' a c e t o n e  ( 1 5 m l . ) ,  when  t h e  p h o s p h a t e s  a p p e a r e d  a s  b l u e  
s p o t s  o n  a  w h i t e  o r  p a l e  b l u e  g r o u n d .  Mhoh b a c k g r o u n d  c o l o u r  
was  o b t a i n e d  u s i n g  e i t h e r  Whatman No..54 p a p e r  o r  Whatman N o „ l  
. p a p e r  w a sh e d  W i th  2 N - a o e t i o - a c i d  a n d ' w a t e r , '
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The p h o s p h a t e s  w e r e  a l s o  d e t e c t e d - h y  t h e  m e th o d  o f
Vvade a n d  M o rg a n  (1 9 5 3 )  u s i n g  f e r r i c  c h l o r i d e - a n d  s u l p h o -  
s a l x o y l i ' c  a c i d *  Good r e s u l t s  w e re  o b t a i n e d  o n l y  when lO p  
s u l p h o s a l i c y l i c  a c i d  was u s e d  a f t e r  i r r i g a t i o n  w i t h  n o n -  
a c i d i c  s o l v e n t s .
Some s e p a r a t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t e s  was a l s o  o b t a i n e d  
u s i n g  t h e  m e t h y l  o e l l o s o l v e - m e t h y l  e t h y l  k e t o n e - E - a m m o n i a
( 3 : 2 : 1 ) .  s o l v e n t  o f  M o r t i m e r  (’1 9 5 2 ) .  The s e p a r a t i o n  was f o u n d
' ' ' ■ ot o  b e  much b e t t e r  u s i n g  downward d e v e l o p m e n t  a t  1 8  , when 
t h e  s o l v e n t  was r u n  t o  t h é ' b o t t o m  o f  t h e  p a p e r y  d r i e d  o f f ,  
an d  t h e n  r u n  down a g a i n .  Any f u r t h e r  r e p e t i t i o n  o f  t h e  
p r o c e d u r e  g a v e  a  g r e a t e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  h e z o s e  p h o s p h a t e s ,  
b u t  t h e * , f i n a l  s p o t s  becam e 'W r y .  d i f f u s e .  '
R a t h e r  b e t t e r  s e p a r a t i o n  o f  « t h e  s u g a r  p h o s p h a t e s  
was o b t a i n e d - b y  d e v e l o p i n g  t h é  c h r o m a to g r a m s  i n  t h e  c o l d ,  
i n  t h e  m e t h y l  a l o o h o l - f o r m i o  a c i d ^ w a t e r  ( 8 0 : 1 5 : 5 )  s o l v e n t  
o f  B a n d u r s k i  a n d  A z e l r o d  ( 1 9 5 1 ) ,  o r  a c ë t o n e - 3 5 $  f o r m i c  a c i d  
(6 0 :4 0 )  a s  s u g g e s t e d ^ b y B u r r o w s > - O r y l l s  a n d  H a r r i s o n  ( 1 9 5 5 ) .
The c h r o m a to g r a m s  w e r e  r u n  oh  Whatman H o . l  p a p e r  ( a c i d  
w ashed )  i n  a  2 9 " z  lO c m s .  j a r  i n  th e :  r e f r i g e r a t o r  a t  5 ^ .
U s i n g ' a  28 % 23cm s.  p a p e r  i t  was p o s s i b l e  t o  p l a c e  5 s u b s t a n c e s  
a l o n g  t h e  s h o r t e r  s i d e  o f  t h e  p a p e r ,  on  a  l i n e  d raw n  4 c m s . 
f ro m  t h e  e d g e .  T he  p a p e r - w a s  t h e n  f o l d e d  s i x  t i m e s  so  
t h a t  e a c h  s p o t  moved up  a  s t r i p  24oms. l o n g  by. 5oms. w i d e .
The bh ro m a to g ram t  was d e v e l o p e d ,  w i t h o u t  a n y  e q u i l i b r a t i o n ,
  . 5 . .. . . < - '  '"T % A. , , - ^ V. , • t » r  5- -
f  *■ <
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by  d r o p p i n g  t h e  f o l d e d  p a p e r  i n t o  t h e  j a r  c o n t a i n i n g  a b o u t
O .b c m s .  o f  s o l v e n t *  B o t h  o f  t h e  s o l v e n t  m i x t u r e s  u s e d  
t r a v e l l e d  E O -E icm s.  i n  5§ -6  h o u r s .
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5 . 3 .  C h r o m â t Q ^ r à p h l c .  A h a l ÿ s i  s - - o f  ProdÜbtSY ô f  t h e
H é x o k i n a s é  R é a c t i o n .
As a  f u r t h e r  c h e c k  o n  t h e  p h . o s p h o r y l a t i v e  a b i l i t y  
o f  t h e  h e z o k i n a h e  p r e p a r a t i o n  u s e d  i n  t h e  s p e c i f i c i t y  e x p e r i ­
m e n t s ,  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  W a rb u rg  f l a s k s  w e r e , i n  many c a s e s ,  
c h r o m a t o g r a p h e d  a f t e r  a c t i v i t y  m e a s u r e m e n t s .  A s o l v e n t  
s y s t e m  was e v o l v e d  w h i c h  w o u ld  s e p a r a t e - p h o s p h a t e -  e s t e r s  
f r o m  t h e  p a r e n t  c a r b o h y d r a t e ,  a n d  t h u s  a l l o w  o f  t h e i r  i d e n t i ­
f i c a t i o n  oh t h e  same c h r o m a to g r a m .
A l a r g e  n u m b e r  o f  s o l v e n t s  were:  t e s t e d  u s i n g  v a r i o u s  
p r o p o r t i o n s  o f  t h e  s u b s t i t u e n t s  of ,  t h e  t h r e e  p h a s e  s y s t e m s  
s u c h  a s ,  e t h y l  a c e t a t e - a c e t i c  a c i d - w a t e r ;  e t h y l  a c e t a t e -  
p y r x d i n e - w a t e r ; , b u t a n o J . - e t h a n o l - w a t e r ;  b u t a n o l - a c e t i c  
a c i d - w a t e r ;  am yl  a l c o h o l - f o r m i c  a o l d - w a t e r ;  am y l  a l c o h o l -  
e t h y l  a c e t a t e - f o r m a m i d e ;  e t h y l  a c e t a t e - p y r i d i n e - f o r m a m i d e .  
T e s t  c h r o m a to g ra m s  w e r e  r u n  a t  40^ w i t h  Whatman H o . 1 an d  H o . 2 
p a p e r s ,  u s i n g  g l u c o s e ,  g l u c o s o n e ,  f r u c t o s e  a n d  g l u c o s e - 6 -  
p h o s p h a t e .  -Thé d e v e l o p m e n t  was, c a r r i e d  o u t  i n  a  29 x  1 0 eras, 
j a r  i n  a n  i n c u b a t o r , '  a n d  t h e  t e s t - s u b s t a n c e s  w e r e  i d e n t i f i e d  
u s i n g  TTC i n  t h e  m a n n e r  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .
I t  was f o u n d  t h a t  t h e  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  n - b u t a n o l  
d i d  n o t  p r o d u c e  much m ovement o f  t h e  s u g a r  p h o s p h a t e ,  and  
r e p l a c e m e n t  o f  t h e  n - b u t a n o l  b y  amyl a l c o h o l  g a v e  h i g h e r  
p h o s p h a t e  . v a l u e s  b u t .< d id  n o t  s e p a r a t e  them : s u f f i c i e n t l y  
f r o m  t h e , h e x b s e s .  = Thé a d d i t i b n / o f  b e n z e n e  t o  b u t a n o l - a c e t i c
,v i'* -' 1^ - ■> " ' '  ^ ' ' -■ “•■' =■■'•■'■•»■ k.  ^ ,. ii \ ,  . A .  ^  ^ ' rn-(~ -■• k . J-u . „ •.-,. x.- f? '- - ••'••■ '• ^ ' r ■ i 4. . , .J.T.,, •
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PLATE
1 .  G l u c o s e .
S .  . G l u c o s 0 - 6 - p h o s p h a t e .
3 .  G l u c o s o n e .
4 .  F r u c  t o  s e - ^ 1 - p h o s p h a t e .
5 .  F r u c t o s e .
The ch ro m a to g ra m "  w as  r u n  on Whatman 'Ho.2 p a p e r ,  
i n  amyl a l c o h o l - e t h y l  a c e t a t e - f o r m a m i d e  ( 4 : 2 : 5 ) ,  f o r  5§ 
h o u r s  a t  5 7 ^ .
" 1 :  .
a c i d - w a t e r  g a v e  much h i g h e r  s u g a r  Rf v a l u e s ,  h y  d e c r e a s i n g  
t h e  w a t e r  c o n t e n t  o f  t h e  m i x t u r e .  ■The- s o l v e n t  l a y e r  o f  a n  
n - h u t a n o l - a c e t i o  a c i d - b e n z e n e - w a t e r  ( 5 : 1 : 3 : 2 )  m i x t u r e ,  f o r  
e x a m p le ,  g a v e  g o o d  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t e  a n d  s u g a r s ,  
and  i t  a l s o  f o u n d  t h a t  t h i s  s y s t e m  c o u l d  b e  u s e d  t o  s e p a r a t e  
m o n o -a n d  d i s a c c h a r i d e s .
E x p e r i m e n t s  w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e t h y l  
a c e t a t e ,  f o rm a m id e  an d  p y r i d i n e  showed t h a t  p y r i d i n e  r e d u c e d  
t h e  R f  v a l u e s  o f  s u g a r s  d e v e l o p e d  w i t h  t h i s  m i x t u r e .  The 
r e p l a c e m e n t  o f  t h e  p y r i d i n e  by  v a r i o u s  a l c o h o l s ,  h o w e v e r ,  
i n c r e a s e d  t h e  s u g a r  Rf  b u t  d e c r e a s e d  t h a t  o f  t h e  p h o s p h a t e .  
.Amyl a l c o h o l  was f o u n d  t o  g i v e  t h e  b e s t  s e p a r a t i o n  o f  t h e  
p h o s p h o r y l a t e d  s u g a r  an d  t h e  h e x o s e s  u n d e r  t h e  t e s t  c o n d i t i o n s  
As t h e  m ovement o f  t h e  p h o s p h a t e s  on  t h e  c h r o m a to g ra m  was 
c o n t r o l l e d  m a i n l y  b y  t h e  am o u n t  o f  f o rm a m id e  p r e s e n t ,  v a r i o u s  
m i x t u r e s  o f  e t h y l  a c e t a t e - a m y l  a l c o h o l - f o r m a m i d e  w e r e  t e s t e d  
u n t i l  t h e  m i x t u r e  b e s t  s u i t e d  f o r  t h e  p r e s e n t :  i n v e s t i g a t i o n ,  
was f o u n d .  T h i s  m i x t u r e  ( e t h y l  a o e t a t e - a m y l  a l c o h o l -  
f o r m a m i d e i ; 1 : 2 : 3 )  was  u s e d  t h e r e a f t e r  i n  m o s t  o h r o m a t o g r a p h i c  
r u n s  o f  t h i s  t y p e .  G l u o o s e - 6 - p h o s p h a t e  a n d  f r u c t o s e - 1 -  
p h o s p h a t e  w e r e  n o t  s e p a r a t e d  b y  t h i s  s o l v e n t  m i x t u r e ,  o r  by  
d i f f e r e n t  p r o p o r t i o n s  o f  t h e s e  s o l v e n t s ,  h o w e v e r .  ( P l a t e  7 . )
The c o n t e n t s  o f  - t h e  W arb u rg  f l a s k s  w e r e  p r e p a r e d  
f o r  c h r o m a t o g r a p h y  b y  f i r s t  p r e c i p i t a t i n g  t h e  p r o t e i n  by 
a d d i t i o n  o f  0 . 2 5  vo lu m es ,  o f  10^6 . t r i c h l o r o a c e t i c  - a c i d .  The
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p r o t e i n - f r e e  f i l t r a t e  was n e u t r a l i s e d  w i t h  airmionia o r  so d iu m  
h y d r o g e n  c a r b o n a t e ,  a n d  t h e  c a t i o n s  rem oved  w i t h  A m b e r l i t e
I . R .  120 i o n  e x c h a n g e  r e s i n .  The  d e i o n i s e d  s o l u t i o n  was 
p l a c e d ,  w i t h o u t  f u r t h e r  c o n c e n t r a t i o n ,  o n t o  a  Whatman M o.2 
p a p e r ,  1 0 - 1 5  p^l.  o f  t h e  s o l u t i o n  b e i n g  a p p l i e d .  The 
c h r o m a to g ra m  was d e v e l o p e d  f o r  4-J- -  5 h o u r s  a t  4 0 ^ ,  w i t h o u t  
p r e v i o u s  e q u i l i b r a t i o n ,  r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  b e i n g  o b t a i n e d  
p r o v i d i n g  t h e  s o l v e n t  was  r e n e w e d  a f t e r  tw o  r u n s .
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1 .  The I n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  g l u c o s o n e  on  y e a s t  f e r ­
m e n t a t i o n  was shown t o  b e  s p e c i f i c  f o r  t h e  D - i s o m e r ,  a n d  
e x e r t e d  a t  some p o i n t  b e f o r e  t h e  b r e a k d o w n  o f  f r u c t o s e - 1 : 6 -  
d i p h o s p h a t e .
2 .  . The r e s u l t s  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  a r e  
a n a l y s e d ,  k i n e t i c a l l y ,  an d  g l u c o s o n e  shown t o  b e  a  p s e u d o -  
i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r ,  o f  t h e  t y p e  d e s c r i b e d  by  A cke rm ann  
a n d  P o t t e r  ( 1 9 4 9 ) .  I t  i s  shovm t h a t  t h e  e f f e c t s  p r o d u c e d  
by  g l u c o s o n e  i n  a n i m a l s  c a n  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h i s  f i n d i n g .
.3. The  o s o n e  i s  shown t o  b e  p h o s p h o r y l a t e d  b y  ATP i n
t h e  p r e s e n c e  o f  h e x o k i n a s e . '  ,
4 .  I t  I S  s u g g e s t e d  t h a t  t h e .  i n h i b i t o r y  e f f e c t  p r o d u c e d ,
b y  g l u c o s o n e  on  y e a s t  f e r m e n t a t i o n , .  i s  d ue  t o  t h e  s l o w  
d i s s o c i a t i o n  o f  a  g l u c o s o n e  p h o s p h a t e  f r o m  t h e  h e x o k i n a s e  
m o l e c u l e . „
5 .  The  e f f e c t  Of h e x o k i n a s e  on  a  num be r  o f  g l u c o s e
a n a l o g u e s  i s  r e p o r t e d , - a n d  i n d i c a t i o n s  a r e  g i v e n  o f  t h e  h i g h  
d e g r e e  of- s p e c i f i c i t y  e x h i b i t e d  by  t h e  enzym e .
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6 .  M e th o d s  a r e  d e s c r i h e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a n  
a c t i v e l y  f e r m e n t i n g  a d e t o h ' e - d r i e d  e x t r a c t ,  a n d  a  m a c e r a t i o n  
j u i c e ,  f r o m  b a k e r s ^  y e a s t .  ' The p r e p a r a t i o n  a n d  some 
p r o p e r t i e s  o f  c o l d - t r e a t e d  b a k e r s '  y e a s t  a r e  a l s o  d e s c r i b e d .
7 .  A m e th o d  i s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  
s u b s t r a t e s  .and p r o d u c t s  o f  t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n ,  on  p a p e r  
c h r o m a t o g r a m s .
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